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Referat 
Ziel der Diplomarbeit ist es, das transmembrane Hüllprotein gp41 von HIV-1 als Antigen für 
Immunisierungen herzustellen. Hierzu wird die Etablierung einer permanent gp41 
exprimierenden Zelllinie in humanen Zellen angestrebt, die es ermöglicht das Antigen in 
großen Mengen zu produzieren und erstmals in den Überstand sezerniertes Protein 
nachzuweisen. Neben der Charakterisierung des Antigens durch die Analyse im Western Blot 
wird im Epitopmapping und Neutralisationstest das Vorhandensein bindender und 
neutralisierender Antikörper untersucht. Um breit neutralisierende Antikörper zu gewinnen, 
wurden hier Immunisierungsstudien mit rekombinantem gp41 durchgeführt. Für die 
Etablierung einer Zelllinie wurden humane 293T-Zellen mit vier verschiedenen 
Expressionsvektoren transfiziert, die die Expression von rgp41 und die Selektion Geneticin-
resistenter Zellen erlaubte. Zur Expressionsoptimierung wurden die Zelllinien in FKS-freiem 
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1 Einleitung 
Wie der Philosoph Arthur Schopenhauer einst sagte, ist „Gesundheit […] nicht alles, doch 
ohne Gesundheit ist alles nichts“. Weltweit wird der höchste erreichbare Gesundheitszustand  
in der Allgemeinen Erklärung der Menschenrechte der Vereinten Nationen als zentrales 
Menschenrecht definiert: So beschreibt der Artikel 25, dass „[j]eder Mensch […] das Recht 
auf einen Lebensstandard [hat], der seine und seiner Familie Gesundheit und Wohl 
gewährleistet, einschließlich Nahrung, Kleidung, Wohnung, ärztliche Versorgung und alle 
anderen notwendigen sozialen Leistungen“ begünstigt (IGFM, 2010).  
Das Recht auf den größtmöglichen Gesundheitsstandard wird allerdings gegenüber einem 
Drittel der Weltbevölkerung, im Besonderen armen Menschen in Entwicklungsländern, 
gebrochen. Weltweit wird beobachtet, dass das Auftreten schwerer Krankheiten mit der 
Verbreitung der Armut korreliert. Die Lebensbedingungen, die durch unzureichende 
Ernährung, mangelnde Bildung, Arbeitslosigkeit und schlechte Wohnbedingungen 
einhergehen, wirken sich stark auf den Gesundheitszustand einer Bevölkerungsgruppe aus. 
Des Weiteren begünstigt Armut den Einstieg in die Prostitution und den Drogenkonsum, 
welche beide mit einem großen gesundheitlichen Risiko verbunden sind. 
Besonders Viren stehen als wichtige Pathogene im Hinblick auf ihren Einfluss auf den 
Gesundheitszustand im Blickpunkt. Betrachtet man die Entwicklung der Lebenserwartung im 
Zusammenhang mit der weltweiten Pandemie durch das Humane Immunschwäche-Virus 
(HIV) und der damit einhergehenden Krankheit AIDS (Acquired Immunodeficiency 
Syndrom) so lassen sich heute wieder höhere Sterblichkeitsraten verzeichnen. Obwohl es in 
den 1990er Jahren zu einer Steigerung der Lebenserwartung mit AIDS und einer HIV-
Infektion kam, werden nun wieder rückläufige Zahlen beschrieben.  
1.1 Klassifikation der Viren 
Der Begriff Virus wird aus dem Lateinischen venenifer oder virulentus mit dem Ausdruck 
Gift übersetzt. Während des gesamten 19. und noch zu Beginn des 20. Jahrhunderts war der 
Begriff Virus repräsentativ für alle Arten infektiöser Erreger, die bis dahin nicht genau 
definiert werden konnten. Heute werden lediglich submikroskopische Erreger als Viren 
bezeichnet, die kleiner als 0,3 µm sind.    
Seit der Beschreibung von Viren als eine eigene Erregergruppe durch IVANOWSKI (1892), 
wird der Ausdruck ausschließlich für diese besonderen Krankheitserreger genutzt. Neben 
ihrem einfachen strukturellen Aufbau, ist auch ihre Größe von etwa 22 nm (Parvo-Virus B19) 
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bis 300 nm (Pockenviren) typisch (HAHN et al., 2008). Sie bestehen aus Nukleinsäuren, 
Proteinen und Lipiden, besitzen aber keine Ribosomen und Mitochondrien. Als obligate 
Zellparasiten ohne eigenen Energiestoffwechsel dringen sie in eine Wirtszelle ein und nutzen 
die Syntheseprozesse der Wirtszelle zur Vermehrung. Sie schleusen virusspezifische Proteine 
und ihre genetische Information in den Wirt ein, was mit einem schnellen Zelltod des Wirtes 
einhergeht. Der Zelltod der Wirtszelle setzt eine Fülle von neuen Viren frei. Bisher sind vier 
Zustandsformen der Viren bekannt. Zum einen als Viruspartikel oder Virion außerhalb der 
Zelle, als Ansammlung viraler Bestandteile, als in das Genom der Wirtszelle integriertes 
DNA-Replikat des viralen Genoms (als Provirus) und als zirkuläres DNA-Genom, auch 
Episom genannt außerhalb des Wirtsgenoms, aber im Kern der Wirtszelle (Herpesviren, 
Papillomaviren, u.a.) (HAHN et al., 2008). Die Wirtsspezifizität ermöglicht eine 
Unterscheidung innerhalb der Gruppe der Viren.  
1.2 Retroviren und HIV   
Im Jahr 1959 wurde in Zaire (Demokratische Republik Kongo) eine infektiöse Erkrankung 
beschrieben, die später als HIV-Infektion bekannt wurde (NAHMIAS et al., 1959). Die ersten 
flächendeckenden Beobachtungen auf diesem Gebiet machten GOTTLIEB et al. (1981) im 
Jahre 1981, während sie einer auffälligen Häufung seltener Pilzerkrankungen (Pneumocystis 
carinii) und Zytomegalieviren bei jungen, homosexuellen Männern nachging. Trotz 
körperlicher Fitness zeigten die Patienten verminderte T-Helferzellzahlen, die bis dahin nur 
bei deutlich immunsupprimierten Patienten bekannt waren. Somit wurde der Verdacht einer 
erworbenen zellulären Immunschwäche (Acquired Immunodeficiency Syndrom), welche 
durch das Humane Immunschwäche Virus (HIV) ausgelöst wird, geäußert. Bei Retroviren 
handelt es sich um eine große Familie behüllter Viren, die tierische Zellen infizieren und sich 
in ihnen, durch den Einbau eigener viraler RNA als DNA-Provirus in das Wirtsgenom, 
replizieren. Diese Proviren initiieren die Bildung neuer Viren im Laufe der normalen 
Transkription der proviralen DNA (HILLER et al., 2000). Das virale Genom besteht aus zwei 
RNA-Einzelsträngen. Kennzeichnend für alle Retroviren ist das Enzym der Reversen 
Transkriptase, welches im Infektionszyklus der Viren die Übersetzung der genomischen 
Virus-RNA in zelluläre DNA übernimmt. Innerhalb der Gruppe der Retroviren wird zwischen 
den Onkoviren (z.B. HTLV - Humanes T-lymphotropes Virus), den potentiell nicht human 
pathogenen Spumaviren und den Lentiviren unterschieden (Abb. 1.1). Zur Gruppe der 
Lentiviren gehören fünf Virenarten:  
(1) Bovine Lentiviren - Virus der equinen infektiösen Anämie (BIV) von Rindern,    
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      Jembrana-Disease-Virus bei Rindern 
(2) Equine Lentiviren - Virus equiner infektiöser Anämie (EIAV) bei Huftieren  
      (Esel, Pferd) (3) Feline Lentiviren – Felines Immunschwäche-Virus (FIV) bei  
      Haus- und Großkatzen 
(4) Ovine oder caprine Lentiviren - Maedi-Visna-Virus (MVV) bei Schafen,  
      Caprines Arthritis-Encephalitis-Virus (CAEV) bei Ziegen 
(5) Primaten-Lentiviren - Humanes Immunschwäche-Virus (HIV) beim Menschen,  
      Simianes Immunschwäche-Virus (SIV) bei verschiedenen Affenarten 








Abb.1.1: Phylogenie von Retroviren (WEISS, 2006) 
 
Die Übertragung von Retroviren erfolgt sowohl horizontal durch Infektionen von einer zur 
anderen Person, als auch vertikal durch die Vererbung über die Keimbahn. Oftmals wird mit 
Retroviren die Umwandlung infizierter Zellen in abnorme Tumorzellen verbunden, doch auch 
die Beeinflussung des Immunsystems des Wirtes spielt bei einer Virusinfektion eine 
erhebliche Rolle. Neben dem für die meisten Infektionen verantwortlichen Humanen 
Immunschwäche-Virus Typ 1 wurde in den Jahren danach eine weitere Form, das Humane 
Immunschwäche-Virus Typ 2, entdeckt. Während HIV-1 weltweit verbreitet ist, kommt HIV-
Typ 2 vorwiegend in den westlichen Teilen Afrikas, in Europa und Indien vor. Trotz 
äußerlicher Unterschiede stimmen nur etwa 60 % des Erbgutes überein. HIV-1 ist infektiöser 
Einleitung 
   
 13 
und bewirkt einen rascheren Krankheitsverlauf als HIV-2. Innerhalb beider Virusstämme 
existieren mehrere Untergruppen (M (major), N (new), O (outlier)).  
1.2.1 Morphologie und Genom von HIV-1 
Das Humane Immunschwäche-Virus wird der Familie der Lentiviren zugeordnet, die eine 
Untergruppe der Retroviren darstellt (VAN REGENMORTEL et al., 2000). Retroviren besitzen 
komplexe Genomstrukturen aus zwei RNA-Einzelsträngen, die in einem kegelförmigen 
Kapsidkern eingelagert sind. Nach Außen grenzt sich das Virus durch eine Lipidhülle ab. 
Diese wird beim Austritt aus der Wirtszelle von dieser durch das Virus übernommen und 
verfügt demnach über alle relevanten zellulären Membranproteine, wie Glykoproteine. 
Beispiele für Glykoproteine sind das gp41, das in der viralen Membran verankert ist und das 
gp120, das durch nicht kovalente Bindungen mit dem gp41 verbunden ist. Beide Proteine 




Abb.1.2: Ansichten des Humanen Immunschwäche-Virus 
A: Schematischer Aufbau des HIV-1 (nach BEYER, 2004); B: Aufnahmen von HIV-Partikeln mittels eines 
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Abb. 1.3: Schema der Genomstruktur von HIV-1 (nach COSTIN , 2007) 
 
Das virale Genom, mit einer Gesamtlänge von 9,4 kb liegt im Viruskern in Form zweier 
RNA-Einzelstränge vor, welche von zwei gleichlangen Long Terminal Repeats (LTR) 
flankiert werden. Am 5´-Ende der Stränge befinden sich 7-Methylguaninmoleküle und am 3´-
Ende poly(A)-Schwänze (A für Adenin). In den flankierenden LTR-Regionen sind 
verschiedene Sequenzen codiert, die sowohl für das Umschreiben (Primer-Bindungsstelle) 
wie für die retrovirale Genexpression nötig sind (Promotor, Enhancerelemente). Das Genom 
des Humanen Immunschwäche-Virus kodiert neben den drei großen Vorläuferproteinen gag 
(Strukturproteine des Viruskerns), pol (Reverse Transkriptase, Integrase, Protease) und env 
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gag-Vorläuferproteine werden durch virale Proteasen in verschiedene Proteine gespalten, die 
sich in freigesetzten infektiösen Viruspartikeln nachweisen lassen. pol-Proteine codierten 
RNA-abhängige DNA-Polymerasen, welche Proteasen, Reverse Transkriptasen und 
Integrasen vereinen. In der dritten Gruppe werden envelope-Proteine, kurz env, beschrieben, 
und codiert wichtige Glycoproteine, Bestandteile der retroviralen Cytoplasmamembran 
(KNIPPERS, 2006). Aus einem Vorläuferprotein gehen hier ein Oberflächen- (SU) und ein 
transmembranes (TM) Protein durch Spaltung im Endoplasmatischen Retikulum und im 
Golgiapparat der Wirtszelle hervor.    
1.2.2 Infektionswege und die Übertragung von HIV 
Eine Infektion mit dem HI-Virus erfolgt über den Austausch von Körperflüssigkeiten, wie 
Blut, Sperma oder Vaginalflüssigkeit. Zu Risikogruppen zählen demnach Menschen mit 
ungeschützten Sexualkontakten, Prostituierte und Drogenkonsumenten, die auf 
Einwegspritzbesteck verzichten oder sogenanntes „needle-sharing“ betreiben. Andere 
Übertragungswege, wie durch Bluttransfusionen, Organspenden, sind abhängig von der 
Viruslast des infizierten Blutes, auf Grund diverser Vorsichtsmaßnahmen und Bluttests 
gering. Auch die Übertragung von HIV beim Geschlechtsverkehr liegt, abhängig von der 
p6/p7 
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Viruslast des Infizierten und vorhandenen Schleimhautverletzungen, durchschnittlich bei 
0,5 %.  Durch die Samenflüssigkeit eines HIV-positiven Mannes können hierbei bis zu 50 
freie Viruspartikel/ml Blut und 5 x 104 infizierte Lymphozyten übertragen werden, welches 
einen Anteil von 5 % der insgesamt 106 übertragenen Lymphozyten ausmacht (LEVY, 1993). 
Bei der Übertragung von HIV durch kontaminierte Blutprodukte kann das Virus sowohl in 
Form von freien Viruspartikeln als auch durch infizierte Zellen übertragen werden. 
1.2.3 HIV-Replikationszyklus 
Die Infektion von Wirtszellen erfolgt über einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus, bei 
dem die Glykoproteine der Virushülle mit den Rezeptoren auf der Zelloberfläche interagieren. 
Das HI-Virus infiziert vorwiegend Zellen mit membranständigem CD4-Rezeptor (z.B. T-
Lymphozyten). Neben dem CD4-Rezeptor fungieren Chemokinrezeptoren als Korezeptoren 
für den Eintritt in die Zelle (CCR5 oder CXCR4 als Korezeptoren) (BERGER et al., 1999; 
DOMS, 2001; MOORE et al., 2004; ZAITSEVA et al., 2003). Anschließend fusioniert die 





Abb. 1.4: Fusion des HIV-1 mit einer Zelle [WELCH et al., 2007] 
 
Die auf der viralen Lipidhülle befindlichen Glykoproteine gp120 und gp41 sind für die 
Infektion der Wirtszelle notwendig. Hierfür bindet das gp120 an den CD4-Rezeptor der 
Zielzelle. Durch eine Umfaltung des gp120 wird das nicht kovalent gebundene gp41 offen 
gelegt, um die Fusion der Zellmembran mit der Virusmembran zu induzieren (WYATT et al., 
1998). Der Viruseintritt wird ermöglicht. Im Zytoplasma der Wirtszelle übersetzt die Reverse 
Transkriptase das einzelsträngige virale Genom in eine doppelsträngige DNA-Kopie. 
Anschließend wird das DNA-Molekül als Präintegrationskomplex aktiv in den Wirtszellkern 
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transportiert und beliebig im zellulären Genom integriert (SCHRODER et al., 2002), wodurch 
zelluläre Gene zerstört oder deren Transkription aktiviert werden kann. Die Integration ist 
Voraussetzung für die Vermehrung des Virus. (NEKHAI et al., 2006) Nach der Translation der 
strukturellen und enzymatischen viralen Proteine erfolgen posttranslationale Modifizierungen 
der Vorläuferproteine (Phosphorylierungen und Glykosylierungen). Es lagern sich virale 
Proteinkomponenten (virale Strukturproteine und akzessorische Polypeptide) an der 
Wirtsmembran mit dem Virusgenom zusammen und die Knospung unreifer Viruspartikel von 
der Zelloberfläche wird ermöglicht. Nach der Freisetzung kommt es zur Nachreifung der 
Viruspartikel durch die Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorläuferproteine durch die virale 
Protease und durch strukturelle Umlagerungen (siehe auch (FREED, 2001; SIMON et al., 2006)) 
innerhalb der freigesetzten Viruspartikel (Abb. 1.5). 
 
 
Abb. 1.5: Replikationszyklus des HIV-I (LÖFFLER et al., 1997) 
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1.2.4 Das virale Hüllprotein Env 
Die HIV-Glykoproteine werden als Vorläuferprotein gp160 synthetisiert, das nachfolgend in 
die beiden Untereinheiten gp120 (SU) und gp41 (TM) gespalten wird. Im Gegensatz zu den 
anderen HIV-Polyproteinen erfolgt die proteolytische Spaltung in die SU- und die TM-
Domäne durch zelluläre Proteasen. Die Glykoproteine liegen auf der Membran infizierter 
Zellen und in der späteren Virusmembran in oligomerer Form vor. Das Molekulargewicht 
aller drei Proteine ist durch die Stärke der Glykolysierung bestimmt. Mehr als 80 % der 30 
Glykolysierungsstellen liegen innerhalb der gp120-Domäne. Diese starke "Verzuckerung" des 
Proteins beeinträchtigt die vollständige Aufklärung der räumlichen Struktur in der 
Röntgenstrukturanalyse.  
1.2.5 Die viralen Hüllproteine gp120 und gp41 
Die Virusmembran vereint bis zu 72 Hüllprotein-Komplexe, deren Grundstruktur ein Trimer 
ist. Die Untereinheiten gp41 (41 kD) und das nicht kovalent gebundene gp120 (120 kD) 
zeichnen sich durch hypervariable und immunodominante Domänen aus. Im Falle des gp41 
sind diese für die Bildung spezifischer Antikörper entscheidend.  
Die Immunantwort des Körpers übt durch die Bildung spezifischer Antikörper einen hohen 
Selektionsdruck auf das Virus aus. Diese Immunselektion führt in Verbindung mit einer 
hohen Lesefehlerrate bei der Reversen Transkriptase zur kontinuierlichen Veränderung des 
Virus und erhöht damit die Variation des HIV.    
 
Abb. 1.6: Strukturelle Anordnung der Hüllproteine des HIV 
A: Schematische Darstellung der Anordnung der Glykoproteine im Komplex gp160 [KWONG et al., 1998]  
B: 3D-Struktur der Konfirmation der gp41 (weißer Pfeil) und gp120 in der viralen Membran [LIU, 2008] 
 
Gp41 (Abb. 1.7) hat verschiedene funktionale Bereiche, wie die Fusionsdomäne (FPPR), die 
Heptad Repeat-Domänen und die membranproximale externe Region (MPER) sichtbar. 
A B 
Einleitung 
   
 19 
Dieser Abschnitt ist Bindungsstelle für die bisher bekannten neutralisierenden Antikörper 2F5 
und 4E10 und ist Angriffspunkt der Entwicklung weitere Impfstoffkonzepte.  
 
Abb. 1.7: Schematische Darstellung des Glykoprotein gp41 
FP - Fusionspeptid; HR1/ HR2 - Heptat Repeat 1 und 2; ISD - Immunsuppressive Domäne; MPER - 











Abb. 1.8: Die planare Projektion des Glykoproteins 
gp41. 
Die α-Helices wurden als kurze Linien alternierend 
mit drei oder vier Aminosäuren dargestellt. 
Hydrophobe Aminosäuren wurden grau, geladene 
Aminosäuren nicht unterlegt. Neutrale 
Aminosäuren wurden dick umrandet und gut 
charakterisierte Epitope farblich markiert. 
Stabile Schleifen wurden mit einem T versehen und 
potentielle Glykosylierungsstellen als verzweigter 
Ast dargestellt (* Pfeil). Die Lipiddoppelschicht 
wurde grün und eine Disulfidbrücke mit zwei 
Strichen angedeutet. (LEVY, 1993 und GALLAHER, 
1989).                                 
Die Bindungsstellen der Antikörper 2F5 (rot) und                      
4E10 (grün) sind gekennzeichnet.  
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In der Untereinheit gp120 (SU) treten alternierend variable Regionen (V1-V5) und stärker 
konservierten Bereichen (C1-C6) auf (WYATT et al., 1993). Letztere bilden den Kern von der 
Untereinheit, der aus einer inneren und einer äußeren Domäne sowie dem die beiden 
Domänen verbindenden bridging sheet besteht (KWONG et al., 1998). V1-V4 bilden variable 
Schleifen (loops), die durch Disulfidbrücken an ihren Basen stabilisiert werden (LEONARD et 
al., 1990). Variable Schleifen und stark glykosylierte Kernbereiche (u.a. die Stammbereiche 
der V1-V4 loops sowie V5) formen die Oberfläche von gp120. Besonders die V1/V2- und 
V3-Schleifen haben flexible Strukturen, so dass ein Austausch von Aminosäuren in diesen 
Bereichen toleriert werden kann.  
Gp41 ist ein integrales Membranprotein, das aus der membranseitigen Ectodomäne, der 
integralen Transmembrandomäne und dem cytoplasmatischen, carboxyterminalen tail besteht 
(ECKERT UND KIM, 2001). Innerhalb der Ectodomäne liegen glycinreiche, hydrophobe 
Regionen, sogenannte Fusionspeptide und zwei hydrophobe 4,3 heptad repeats (HR1 und 
HR2) (Abb. 1.8). Dazwischen befindet sich eine loop-Region, die zwei Cysteine enthält 
(DELWART et al., 1990). Im Gegensatz zu gp120 ist die Aminosäuresequenz von gp41 stark 
konserviert. Besonders im Bereich der Domänen FPPR, ISU und MPER treten nur wenige 
Variationen (CHAN UND KIM, 1998) auf. Es wird vermutet, dass gp41 in mindestens zwei 
verschiedenen Hauptkonformationen vorkommt (CHAN et al., 1997). Auf der Oberfläche von 
freien Virionen liegt es in der nativen, nicht fusogenen Konformation vor. Durch eine 
Konformationsänderung des gp120 bei der Virusinfektion wird eine zweite Konformation 
freigelegt (CHAN et al., 1997). In der fusionsaktiven Konformation bilden die heptad repeat-
Regionen ein α-helikales Trimer aus antiparallel angeordneten HR1/HR2-Dimeren, das 
sogenannte sechs-Helix-Bündel (CHAN et al., 1997; TAN et al., 1997; WEISSENHORN et al., 
1997). Bisher wurden zwei neutralisierende Antikörper für gp41 beschrieben werden, die 
sequenzspezifisch an den zwei Epitopen, 2F5 und 4E10 binden. Beide Antikörper wurden aus 
Isolaten HIV-positiver Patienten gewonnen. Durch die Anbindung in membranproximalen 
Abschnitten der Ektodomäne des gp41 kommt es bereits in geringen Konzentrationen an 
Antikörper zur Inhibierung des Virus.  
1.2.6 Immunantwort des Körpers bei der HIV-Infektion 
Werden die primären und chemischen Barrieren des Körpers, wie die Haut, 
Schleimabsonderungen, Tränen und der saure pH-Wert von Pathogenen durchbrochen, 
beginnt der Körper mit der Immunabwehr. Hierbei werden zwei Immunmechanismen 
unterschieden, die angeborene (unspezifische) und die erworbene (spezifische) 
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Immunantwort. Etwa 90 % aller Infektionen, denen der menschliche Körper ausgesetzt ist, 
werden bereits durch die angeborene Immunantwort erkannt und meist erfolgreich bekämpft 
(MARTINELLI et al., 2005). Alle an einer Immunreaktion beteiligten Zellen entstehen aus 
blutzellbildenden Stammzellen im Knochenmark. Aus einer lymphatischen Vorläuferzelle 
entwickeln sich die T- und B-Lymphozyten, welche sich später an unterschiedlichen Orten 
differenzieren. Bei der primären Infektion mit HIV kommt es zur Ausbreitung des Virus im 
lymphatischen Gewebe. Diese erste Phase der akuten Infektion ist durch eine hohe Viruslast 
und eine hohe Übertragungswahrscheinlichkeit des Virus charakterisiert. Innerhalb weniger 
Wochen erfolgt, bedingt durch die Immunantwort des Patienten, eine teilweise Kontrolle der 
HIV-Replikation und eine von Patient zu Patient unterschiedliche Viruslast stellt sich ein. Die 
Höhe der Viruslast der Infektion stellt einen maßgeblichen Parameter für den zeitlichen 
Verlauf der Erkrankung dar. Patienten mit HIV-RNA Kopienzahl unter 10000 Genkopien/ml 
Blut besitzen eine deutlich längere Überlebenschance, als Patienten mit höheren Virustitern. 
In der klinischen Latenzphase ist der Patient meist beschwerdefrei, wobei täglich vorwiegend 
in CD4+-Lymphozyten (99 %) etwa 109 Virionen produziert und durch das Immunsystem 
wieder eliminiert werden. Gleichzeitig kommt es zur Zerstörung von etwa 5 x 108 -1 x 109 
CD4+-Zellen täglich. Diese Zahl entspricht in etwa der Anzahl an Zellen, die der Körper pro 
Tag neu produzieren kann. Insgesamt führt dieser beinahe „steady state“ Zustand in der Regel 
zu einem langsamen, aber stetigen Abfall der T- Helferzellen, der sich über Jahre hinziehen 
kann. Das Verhältnis von CD4+-Zellen zu CD8+-Zellen (normal: CD4+:CD8+ > 1) kehrt sich 
um. Ab einem Schwellenwert von etwa 200 Zellen/µl Blut, kommt es zum gehäuften 
Auftreten von AIDS-typischen opportunistischen Infektionen, mit denen der rasche 
Zusammenbruch des Immunsystems einhergeht (LEVY, 1993; RINALDO et al., 1995).  
Eine unbehandelte HIV-Infektion verläuft in mehreren, unterschiedlich langen Phasen (Abb. 
1.9). Innerhalb der ersten zwei Wochen nach der Primärinfektion kommt es zum starken 
Anstieg der Viruslast im Blut, der mit dem drastischen Abfall der CD4+-Helferzellen 
einhergeht. Hinzukommt die erhöhte Anfälligkeit gegenüber anderen opportunistische 
Infektionen und Tumoren (WEBER, 2001). Unterhalb eines Schwellenwertes von 2 x 1011 
CD4+-Zellen/ Liter Blut wird bei den Patienten eine Immundefizienz beobachtet. 
Nach einer Stationierung der CD4+-Helferzellzahl, beginnt das Immunsystem erste 
Antikörper zu bilden. Die erste Immunantwort des Körpers, die von grippeähnlichen 
Symptomen (z.B. Fieber, Niedergeschlagenheit, Kopfschmerzen, Anschwellen der 
Lymphknoten) begleitet wird, und dem Auftreten von Antikörpern, fällt die Viruslast nach 
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vier bis sechs Wochen nach Infektion um mehrere log10-Stufen ab und bleibt in der Folgezeit 





Abb.1.9: Verlauf einer HIV-Infektion ohne Behandlung (IFI, 2010) 
 
Dieser stationäre Zustand wird medizinisch als viraler Setpoint bezeichnet (ALTFELD et al., 
2007). Die zweite Phase wird als asymptomatische HIV-Infektion bezeichnet. Im weiteren 
Verlauf der Erkrankung verringert sich die Zahl der Helferzellen. Trotz hoher Viruslasten, 
zeigen betroffene Patienten kaum Unwohlsein und die Erkrankung kann Jahre lang 
unentdeckt bleiben. Allgemeine Krankheitssymptome können andauernde Abgeschlagenheit, 
vergrößerter Lymphknoten oder ein verändertes Blutbild  sein. Die asymptomatische 
Infektion geht in eine symptomatische, die dritte Phase einer HIV-Infektion über. Der 
zunehmende Verlust von körpereigenen Abwehrzellen begünstigt die unzureichende Abwehr 
gegenüber anderen Erregern und kann zur Diagnose AIDS führen.  
1.3 Epidemiologie des HI-Virus 
Die Ausbreitung des HI-Virus und der Krankheit AIDS ist in den vergangenen 25 Jahren 
immens vorangeschritten und verursacht weltweit für Millionen von Menschen großes Leid. 
Nach offiziellen Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und den Vereinten 
Nationen (UNAIDS) leben heute etwa 33,4 Millionen Menschen mit dem Virus (Stand: 
03/2010, WHO, 2010). Seit Beginn der Pandemie sind über 25 Millionen Menschen an den 
Folgen der im Zusammenhang mit AIDS auftretenden Krankheiten gestorben und knapp 
15 Millionen Kinder durch AIDS zu Waisen oder Halbwaisen geworden (Stand: 12/2009, 
UNAIDS, 2010). Weltweit steigt die Infektionsrate insbesondere unter Frauen stark an, die 
etwa 50 % der HIV-Infizierten ausmachen. In Mittel-Afrika sind es heute bereits fast 60 %.  
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Auch in Deutschland sind trotz fortschreitender Entwicklung von Therapeutika die Zahlen der 
Neuinfektionen konstant. 2009 veröffentlichte das Robert Koch-Institut in seinem 
Jahresbericht die Zahlen der HIV-Neuinfektionen. Insgesamt infizierten sich im vergangenen 
Jahr in Deutschland 2856 Menschen mit HIV. Im Gegensatz zum Vorjahr 2008 blieb die Zahl 
mit 2843 Infizierte damit relativ stabil (RKI, 2010). Allgemein wird jedoch von weit höheren 
Zahlen ausgegangen, da die Dunkelziffer der Infektionen in der Statistik nicht erfasst wird. 
Die AIDS-Pandemie lässt sich dabei nicht auf bestimmte Bevölkerungsgruppen beschränken. 
Während in den Entwicklungsländern das Risiko einer Ansteckung mit dem Erreger HIV auf 
ungeschützten Sexualkontakt zurückgeht, ist die in Deutschland am häufigsten auftretende 
Infektionsmöglichkeit (72 %) der Sexualkontakt homosexueller Männer untereinander. 
Andere mögliche Infektionswege sind in Europa neben dem Konsum von Drogen (8 %), die 
Übertragung des Virus von der gebärenden Mutter auf ihr Kind (< 1 %).  
1.3.1 Therapieansätze 
In den letzten Jahren wurden deutliche Fortschritte in der Entwicklung und Anwendung neuer 
Therapeutika erzielt. Die gleichzeitige Verabreichung von mindestens drei bzw. vier 
verschiedenen Medikamenten kann bisher das Auftreten resistenter Viren infolge des hohen 
Selektionsdrucks zwar noch reduzieren, langfristig gesehen stellt diese Resistenzbildung der 
Viren allerdings ein ernst zu nehmendes Problem dar. Zudem sind die derzeitig verwendeten 
Therapeutika sehr kostenintensiv (ca. 15000 € pro Patient und Jahr), womit der Einsatz in 
Entwicklungsländern erschwert wird. Daraus wird ersichtlich, dass die Entwicklung eines 
prophylaktisch wirksamen und gleichsam kostengünstigen Impfstoffes unverzichtbar ist.  
1.3.1.1 Hochaktive Antiretrovirale Therapie (HAART) 
Die am weitesteten verbreitete Variante der bisher untersuchten Therapiestrategien ist die 
Kombination von mindestens drei verschiedenen Medikamenten, die sogenannte Hochaktive 
Antiretrovirale Therapie (DELTA, 1996; HAMMER et al., 1996). Generell werden zwei 
nukleosidartige Reverse Transkriptase-Hemmer mit Proteasehemmern oder nicht-
nukleosidartigen Reverse Transkriptase-Hemmern kombiniert. Problematisch für eine 
angewandte Kombinationstherapie ist die Resistenzentwicklung gegen verabreichte 
Medikamente. Da die antiretroviralen Medikamente hochspezifisch wirken, können kleine 
Veränderungen des HIV zu einer Wirkungsverminderung oder einem Wirkungsverlust der 
Medikamente führen. Abhilfe in dieser Problematik verspricht der Einsatz von 
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Fusionshemmern. Deren Anwendung verhindert die Infektion mit HI-Viren durch 
Blockierung konservierter Bindungsstellen innerhalb des gp41 (Shuwen et al., 2005).  
 
Abb.1.10: Mögliche Angriffspunkte einer HIV-Therapie im Laufe des Infektionszyklus des HI-Virus (nach 
Tibotec, 2010) 
Der Fusionsinhibitor T-20 wurde 2004 für die Therapie vorbehandelter Patienten unter der 
Bezeichunung Fuzeon (Enfuvirtide) zugelassen (GULICK, 2003; JAMJIAN et al., 2004; MOORE 
et al., 2003). Therapieerfolge sind von der individuellen Anpassung an den jeweiligen 
Patienten abhängig (HOFFMANN, 2004; MARCUS et al., 2002). 
1.3.1.2 Gentherapie  
Als Alternative zur klassischen medikamentenbasierten HIV-Therapie wurden 
gentherapeutische Ansätze untersucht, welche sich in drei Gruppen untergliedern lassen 
(BUCHSCHACHER et al., 2001). Zu der ersten Gruppe gehören Strategien, bei denen 
sogenannte Selbstmördergene in die mit HIV infizierten Zellen eingeschleust werden und 
diese so durch induzierten Zelltod (Apoptose) eliminieren. Die Expression der 
eingeschleusten Gene kann dabei durch HIV-Promotoren reguliert werden, so dass sie nur in 
infizierten Zellen exprimiert werden (VOCERO-AKBANI et al., 1999; VON LAER et al., 2001). 
Zur zweiten Gruppe gehören Strategien, die auf der Degradierung viraler RNA basieren und 
damit die Produktion neuer Viruspartikel verhindern. Ansätze der dritten Gruppe beruhen auf 




Reverse Transkriptase Inhibitoren 
CCR5 Antagonisten 
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einzubringen. Dieses Verfahren wird auch als intrazelluläre Immunisierung bezeichnet (VON 
LAER et al., 2001). Obwohl einige Gentherapieansätze vielversprechende Ergebnisse in vitro 
und in Tierversuchen lieferten, konnten in den bisher durchgeführten klinischen Studien keine 
Vorteile für die behandelten Patienten nachgewiesen werden (VON LAER et al., 2001; YANG, 
2004).  
1.3.1.3 Konzeptionierung eines Impfstoffes gegen HIV 
Die ersten Impfstoffstrategien gegen HIV basieren auf bereits etablierten Therapieverfahren 
anderer viraler Erkrankungen. Es werden inaktivierte Viren, lebende attenuierte Viren und 
rekombinante virale Proteine als Antigene (Abb. 1.11) verwendet. Wie von anderen 
Impfstoffen bekannt, kann durch die exogene Verabreichung der Antigene auf der Basis 
klassischer Totimpfstoffe, rekombinanter Antigene, synthetischer Peptide und inaktivierter 












Abb. 1.11: Mögliche HIV-Impstoffstrategien (nach HOFFMANN, 2004) 
1.3.1.3.1 Inaktivierte HIV-Viruspräparate 
Problematisch bei Immunisierungen ist der Einsatz von Totimpfstoffen, da eine vollständige 
Inaktivierung (z.B. durch Lösungsmittel, Detergentien, Chemikalien (Formaldehyd, 
Methylenblau) oder Hitze-Inaktivierung) nicht garantiert werden kann, ohne die 
Immunogenität des eingesetzten Antigens zu schwächen. Ein HI-Viruspartikel, dem die 
Oberflächenproteine entfernt wurden und bei dem Mutationen in dessen RNA herbeigeführt 
wurden, dient hier als Antigen. Dieser Ansatz ist allerdings aufgrund der hohen Risiken bei 
der Herstellung sowie einer geringen Immunogenität nicht viel versprechend (KAHN, 2000; 
LEVINE et al., 1996).  
inaktivierte Viren
Rekombinantes Antigen (z.B. 
gp120)
Synthetische Peptide
Nackte DNA in Form rekombinanter
viraler und bakterieller Vektorsysteme
attenuierte Viren
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1.3.1.3.2 Attenuierte HI-Viren 
Attenuierte Viren ähneln in ihrem Aufbau, der Proteinzusammensetzung und ihrem 
Infektionsverhalten Erregern mit krankmachenden Eigenschaften. Im Vergleich zum Wildtyp 
des Virus verursachen attenuierte Viren hingegen meist nur abgeschwächte Infektionen. Die 
Proteine, welche in ihrem Verlauf gebildet werden, sind im Idealfall identisch mit denen der 
virulenten Virusstämme oder zeigen starke Ähnlichkeiten. Durch die Synthese viraler 
Polypeptide während der abgeschwächten Infektion wird die Bildung neutralisierender 
Antikörper und zytotoxischer T-Zellen induziert. Die Immunantwort eignet sich daher, um 
einen langanhaltenden, kompetenten Schutz vor der Infektion mit dem jeweiligen pathogenen 
Erreger aufzubauen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass sich beispielsweise attenuierte 
∆nef Viren langfristig rekonstituieren konnten und pathogene Viren entstanden. Beobachtet 
wurde dies sowohl in neugeborenen und langzeitinfizierten erwachsenen Affen, als auch im 
Menschen (BABA et al., 1995; BABA et al., 1999). Der Einsatz von attenuierten retroviralen 
Lebendimpfstoffen im Menschen wird beim derzeitigen Forschungsstand, durch die Gefahr, 
dass persistierende attenuierte Viren zu pathogenen Varianten revertieren können nicht weiter 
verfolgt (BUCHBINDER et al., 2008; GILBERT et al., 2005; MCELRATH et al., 2008; RERKS-
NGARM et al., 2009). 
1.3.1.3.3 gp41 und andere rekombinante Proteine als Antigene 
Die Entwicklung von Impfstoffen auf der Basis rekombinanter viraler Proteine wird seit den 
frühesten Erkenntnissen über die Erreger und deren immunologisch wichtigen Strukturen 
untersucht. Durch das Wissen über den Mechanismus der Immunantwort gegenüber viralen 
Oberflächenproteinen, kann die Synthese des Polypeptides in eukaryontische 
Expressionssysteme übertragen, gereinigt und anschließend zusammen mit einem Adjuvans 
verabreicht werden. Der erzielte Impfschutz korreliert hierbei mit der Induktion Virus-
neutralisierender Antikörper. Bisher wurden für die Produktion eines HIV-Impfstoffes die 
Glykoproteine gp160, gp120 und gp41 in Bakterien, Hefe und Säugerzellen produziert und in 
verschiedenen Tiermodellen getestet. Die rekombinanten Antigene waren gut verträglich und 
immunogen und lie?en den Nachweis neutralisierender Antikörper zu. Gegenüber primären 
HIV-Isolaten zeigten diese Seren jedoch keine neutralisierende Wirkung (COHEN, 1993; 
MASCOLA et al., 1996). Bei Teilnehmern an einer rekombinanten gp120-Studie konnte kein 
positiver Effekt bezüglich der Infektion oder dem klinischen Verlauf der Infektion aufgrund 
der Verabreichung von rekombinantem gp120 beobachtet werden (BALL et al., 1998). Neuere 
Ansätze versuchen, Env Immunogene zu verwenden, die sich näher an der nativen und 
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oligomeren Struktur des Oberproteins befinden (oligomeres gp140 (EARL et al., 2001), durch 
Disulfidbrücken stabilisiertes oder an Rezeptoren gekoppeltes oligomeres gp120 (FARZAN et 
al., 1998; KWONG et al., 1998)). Aber auch das nicht kovalent an gp120 gebundene 
Glykoprotein gp41wird als Antigen untersucht. Rekombinantes gp41 wird erfolgreich als 
Antigen im Tiermodell getestet.   
1.3.1.3.4 Einsatz synthetischer Peptide 
Peptidimpfstoffe bestehen aus synthetischen Peptiden mit einer Länge von 15 bis 
30 Aminosäuren. Der Vorteil dieser Impfstoffe besteht in dem völligen Ausschluss von 
Kontaminationsrisiken, sowie der selektiven Verwendung immunologisch bedeutsamer und 
gut charakterisierter Epitope (BOLOGNESI, 1989; PALKER et al., 1989). Durch die 
Verabreichung von Peptiden konnte die Bildung isolatspezifisch neutralisierender Antikörper 
induziert werden, die gegen kontinuierliche Epitope gerichtet sind. Ein Hauptproblem in der 
Verwendung synthetischer Peptide liegt in der geringen Immunogenität. Durch die 
kombinierte Verabreichung von Adjuvanzien oder Quervernetzung der synthetischen Peptide 
zu verzweigten Multiepitop-Peptiden konnte die Antikörperantwort gesteigert werden 
(TRIPATHY et al., 1992).  
1.3.1.3.5 Rekombinante Vektorsysteme 
Impfviren, die ihre pathogene Eigenschaft verloren haben - meist Pockenviren - werden 
genetisch verändert, sodass sie außer für ihre eigenen zur Infektion und Replikation benötigte 
Genprodukte, auch die anderer Viren codieren. Diese für das Virus unspezifischen Fremdgene 
werden nach der Inokulation im Verlauf der Infektion im Organismus zusammen mit den 
anderen Genen exprimiert. Mit diesem System konnte in einer Reihe von Tiermodellen ein 
Impfschutz gegen virale Infektionen gefunden werden (MOSS et al., 1984; PAOLETTI et al., 
1984; SMITH et al., 1983; WIKTOR et al., 1984; WIKTOR et al., 1992). Dabei konnten starke 
humorale und zellvermittelte Immunantworten induziert werden. Auch die Effektivität von 
HIV-Genen expremierenden, rekombinanten adenoviralen Vektoren wurde im Rhesus-
Makaken- (BUGE et al., 1997; BUGE et al., 1999) und Schimpansenmodell (LUBECK et al., 
1994) getestet. Während generell erhöhte humorale und zellvermittelte Immunantwort 
induziert werden konnten, konnte im Makakenmodell nur ein partieller Schutz erzielt werden. 
Ein weiterer Vorteil der rekombinanten Lebendviren ist, dass sie effektive Stimulatoren des 
immunologischen Gedächtnisses sind. Auch viele Jahre nach einer Immunisierung konnten 
noch antigenspezifische CD4+- und CD8+-Gedächtniszellen in vivo nachgewiesen werden 
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(DEMKOWICZ et al., 1996). Doch ob die induzierten Immunantworten ausreichenden Schutz 
vor einer mukosalen HIV-Infektion liefern, werden weitere Studien im Primatenmodell 
zeigen.  
1.3.1.3.6 Rekombinante D7A-Impfstoffe 
Die Immunisierung mit „nackter“ DNA bietet die Möglichkeit, sowohl eine humorale als auch 
eine zellvermittelte Immunantwort zu induzieren (ULMER et al., 1993). Insbesondere das 
Vorkommen von unmethylierten CpG-Dinukleotiden in einem besonderen Basenkontext 
(CpG-Motiv) innerhalb bakterieller DNA bewirkt eine direkte Stimulation von B-, T- und 
natürlichen Killerzellen (BALLAS et al., 1996; KRIEG et al., 1995; STACEY et al., 1996) und 
trägt auf Grund freigesetzter Zytokine (IL-6, IL-12 und INF-γ) zur gesteigerten 
Immunogenität der DNA-Vakzine bei (KLINMAN et al., 1996). Darüber hinaus werden die 
DNA je nach Applikationsform von Muskel- oder Epithelzellen aufgenommen und die 
Plasmid-kodierten Gensequenzen exprimiert (HENGGE et al., 1996; SATO et al., 1996; WOLFF 
et al., 1990). In Mäusen zeigte sich darauf hin eine lebenslange Persistenz und Expression der 
Fremd-DNA, ohne dass eine Replikation oder Integration der Plamid-DNA in das Genom der 
Wirtszelle erfolgte (FYNAN et al., 1993; TANG et al., 1992; WOLFF et al., 1991) wodurch 
langfristig effiziente humorale und zellvermittelte Immunantwort gegen das HIV-1 
Hüllprotein gp160 (WANG et al., 1993) und gp120 (FULLER et al., 1994; LU et al., 1995) 
nachgewiesen werden konnten. Die DNA-Impfung stellt einen innovativen Ansatz zur 
Entwicklung eines HIV-Vakzinekandidaten dar.  
1.4 Immunisierung mit transmembranen Proteinen von Retroviren.  
 Ergebnisse der Arbeitsgruppe Denner 
Bei der Generierung von Impfstoffen gegen HIV und weitere Retroviren wurden Strategien 
verfolgt, welche auf der Induktion breit und spezifisch neutralisierender Antikörper gegen das 
transmembrane Hüllprotein gp41 von HIV bzw. p15E der Gammaretroviren basierten. Im 
Vergleich zum sehr variablen Protein gp120 enthält gp41 hoch konservative Domänen, 
wichtige Bereiche für die Infektiosität des Virus. Auf Grund des Wissens um die breit 
neutralisierenden Antikörper 2F5 und 4E10 wurde die Herstellung spezifischer Antigene 
angestrebt (FIEBIG et al., 2005). Diese Antigene sollten neutralisierende Antikörper induzieren 
und im Tiermodell getestet werden. Den Versuchen zur Gewinnung neutralisierender 
Antikörper gegen HIV gingen erfolgreiche Versuche zur Induktion neutralisierender 
Antikörper gegen andere Retroviren (Porcines endogenes Retrovirus (PERV), Felines 
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Leukämievirus (FeLV), Koala Retrovirus (KoRV)) voraus (FIEBIG et al., 2003;  FIEBIG et al., 
2006; LANGHAMMER et al., 2005a; LANGHAMMER et al., 2005b). Bei diesen Immunisierungen 
wurden zwei Epitope gefunden, E1, das sich in der Fusionspeptid-proximalen Region (FPPR) 
von p15E und E2, das im MPER liegt (FIEBIG et al., 2003). Die Induktion dieser 
neutralisierenden Antikörper könnte Grundstein für die Entwicklung eines Impfstoffes gegen 
PERV sein. Ähnliche Epitope wurden bei der Immunisierung mit p15E von FeLV und KoRV 
gefunden (LANGHAMMER et al., 2005a; LANGHAMMER et al., 2005b; nicht publizierte Daten). 
Die Epitope im MPER von p15E sind nicht nur ähnlich lokalisiert wie die Epitope der 
Antikörper 2F5 und 4E10, sondern es wurden auch Sequenzhomologien beschrieben. Das 
zeigt dass die MPER ein suszeptibles Target für neutralisierende Antikörper bei allen 
Retroviren ist. Desweiteren wurde eine bessere Immunisierung nach Applikation des p15E 
von FeLV und dessen Oberflächenhüllprotein beschrieben (LANGHAMMER et al., 2010). Es 
konnte gezeigt werden, dass diese Epitope auch bei HIV vorliegen. Weiterhin konnte im 
Verlauf der Untersuchungen erstmals bewiesen werden, dass im transmembranen Hüllprotein 
gp41 von HIV-1 eine E1-Domäne vorhanden ist, die die Bindung von 2F5 und 4E10 an ihre 
Epitope erhöhte (FIEBIG et al., 2010). Die transmembranen Hüllproteine enthalten eine 
immunsuppressive Domäne, die hochkonserviert ist. Synthetische Peptide, die dieser Domäne 
entsprechen, sowie virale transmembrane Hüllproteine wie p15E und gp41 hemmen die 
Lymphozytenproliferation, modulieren die Zytokinexpression und verändern die 
Genexpression in behandelten PBMC´s (Übersicht siehe DENNER, 2000; DENNER, 2010; 
DENNER et al., 1994; DENNER et al., 1996; DENNER, 1998; TACKE et al., 2000). Durch 
gezielte Mutationen der ISU-Domäne, wird derzeit deren Einfluss auf die Bildung 
neutralisierender Antikörper untersucht.  
1.5 Zielsetzung 
Nach mehr als 25 Jahren intensiver Forschung ist es bisher nicht gelungen einen Impfstoff zu 
entwickeln, der die Übertragung von HIV und damit die Entwicklung von AIDS verhindert. 
Alle Ansätze zur Herstellung eines HIV-Impfstoffes auf Basis des Oberflächenhüllproteins 
gp120 scheiterten auf Grund seiner komplexen Struktur und Variabilität. Die Fokussierung 
auf das weniger stark glykosylierte und stärker konservierte transmembrane Hüllprotein gp41 
von HIV-1 ermöglichte die Identifizierung von Epitopen, die durch breit neutralisierende 
Antikörper in der membranproximalen externen Region (MPER) des Proteins detektiert 
wurden. Da das transmembrane gp41 direkt an der Fusion der Virusmembran mit der 
Membran der Wirtszelle beteiligt ist, stellt es ein effektives Ziel für die Impfstoffentwicklung 
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dar. Zwei breit neutralisierende Antikörper, 2F5 und 4E10, wurden von HIV-1-Infizierten 
isoliert. Sie sind breit neutralisierend und gegen die membranproximale externe Region 
(MPER) des gp41 gerichtet. Auf Grund der komplexen und nicht vollständig geklärten 
Wirkmechanismen dieser Antikörper ist es bis heute nicht gelungen, Antikörper mit 
vergleichbaren Eigenschaften durch Immunisierungen zu gewinnen. Da die Faltung und 
Glykosylierung des rgp41 sicher einen entscheidenden Einfluss auf die resultierende 
Immunantwort hat, soll hier rekombinantes gp41 in humanen Zellen hergestellt werden. Dazu 
sollen Ratten mit diesem rgp41 immunisiert werden. Es soll nachgewiesen werden, welche 
Immunantwort durch rgp41 hervorgerufen wird. Die Analyse der gewonnenen Seren soll 
Aufschluss darüber geben, ob neutralisierende Antikörper gebildet werden. Desweiteren steht 
die Etablierung einer permanent gp41 exprimierenden Zelllinie in humanen Lymphozyten in 
FKS-freiem Medium im Vordergrund. Rekombinantes gp41 soll in großen Mengen produziert 
werden, um Immunisierungsstrategien im großen Maßstab und in hohen Dosierungen zu 
realisieren. Mit verschiedenen, mutierten Expressionskonstrukten soll der Einfluss der 
immunsuppressiven Eigenschaften des rgp41 und die Produktivität der einzelnen Konstrukte 
analysiert werden. Anhand verschiedener Analyseverfahren, einschließlich einer 
Immunofluoreszenzanalyse soll abschließend untersucht werden, inwieweit die Expression 
des rgp41 in den selektierten Zelllinien optimiert werden konnte.  
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Agarose NEEO Ultra-Qualität    Carl Roth GmbH + Co. KG 
 ROTI® GAROSE f.d. DNA/RNA Elektrophorese 
AmershamTM ECLTM Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare 




Bovine Serum Albumin (BSA V)    Carl Roth GmbH + Co. KG 
Casein       Carl Roth GmbH + Co. KG 
Complete/ Incomplete Freund´s Adjuvant 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)   Carl Roth GmbH + Co. KG 
DMSO       Carl Roth GmbH + Co. KG 
EDTA 
Essigsäure/ Eisessig     Carl Roth GmbH + Co.KG 
Ethanol       Carl Roth GmbH + Co. KG 
Geneticin (G-418) 
L-Glutamin      Biochrom AG, Berlin 
 200 mM, low endotoxin 
Glycine       Merck 
Fötales Kälberserum/ Fetal Bovine Sera (FKS)  Biochrom AG, Berlin 
Mycoplasma and endotoxin free 
Hefeextrakt      Carl Roth GmbH + Co. KG 
IPTG       Sigma Aldrich 
Kaliumchlorid      Carl Roth GmbH + Co. KG 
Kaliumhexacyanidoferrat (II)    Carl Roth GmbH + Co. KG 
Kaliumhexacyanidoferrat (III)    Carl Roth GmbH + Co. KG 
Lifor 
Magnesiumchlorid     Carl Roth GmbH + Co. KG 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat    Carl Roth GmbH + Co. KG 
Methanol      Carl Roth GmbH + Co. KG 
ß-Mercaptoethanol     Carl Roth GmbH + Co. KG 
MP Diagnostics Western Blot    MP Diagnostics 
BUF WASH 20x, LAX 0511-0 
MP Diagnostics Western Blot,    MP Diagnostics 
 SUBS, BCIP/ NBT 
Natriumchlorid      Carl Roth GmbH + Co. KG 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)   Carl Roth GmbH + Co. KG 
NBT 
Non-essential amino acids solution    Sigma/ MEM 
 100x, endotoxin free 
Novex 4-20 % Tris-Glycine Gel    Invitrogen 
 1,0 mm x 12 Wells 
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Novex® Tris-Glycine Native Running Buffer (10x)  Invitrogen 
Novex® Tris-Glycine SDS Running Buffer (10x)  Invitrogen  
NP-40 
o-Phenylenediamine dihydrochloride-Tablette (30 mg) Sigma  
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)   hausintern zubereitet  
Pierce ECL Western Blotting Substrate 
PFA 
Poly-Lysin       
Ponceau S      Sigma Aldrich 
Streptomycin/ Penicillin     GIBCO 
Sodium-Dodecylsulfat (SDS)     
Sucrose       Carl Roth GmbH + Co. KG 
Sucofin Magermilchpulver    Zeven 
TransIT-293 Transfection Reagent    MIRUS Coorporation 
Tris       Carl Roth GmbH + Co. KG 
Triton X-100      Carl Roth GmbH + Co. KG 
Trypsin-EDTA-Lösung (0,05 %) 
Tween 20      Carl Roth GmbH + Co. KG 
Wasserstoffperoxid     Merck 
X-Gal 
2.1.2 Geräte  
Ampere Chart Multitron II Schüttler Infors AG 
CURIX60 LC 50 Hz Agfa 
 Modell-Nr.: 9462_2257 
Inkubator   Heraeus/ Willi Fischer KG 
Laboratoriumsbedarf 
Frankf./Main, Thermo Electron 
Corporation  
GELDOC BIORAD 
MxPro - Mx3000P 
Nano Drop® Spectrophotometer ND-1000 peqLab Biotechnologie GmbH 
TECAN Spectra Classic Plate Reader Tecan 
Vakuumpumpe Typ 4EKGF63DX-4  ABM Greiffenberger Antriebs-
technik GmbH Marktredwitz 
X Cell Sure LockTM VWR/ Roth 
Zentrifuge Typ 5415D     Eppendorf 
2.1.3 Hilfsmittel 
CL-XPosureTM Film  Thermo Scientific 
 Clear Blue X-Ray Film (light sensitive), 5x 7 inches 
JPT Epitope membrane  JPT Peptide Technologies 
GmbH 
Nitrocellulosemembran (0,2 µm)    Schleicher & Schuell BA083 
PVDF-Membran 
Roti®-Spin MINI 10-Säule/ Zentrifugenröhrchen (∆10) 
Spritzen Inkjet Luer Solo      B/BRAUN 
2 ml/10 ml, steril, nonpyrogenic 
Sterilfilter 0,2 µm/ 0,45 µm  Whatman® Schleicher & 
Gebrauchsfertige Filterinheit, Rotrand, Cellulose- Schuell 
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acetat steril 
Thinwall Polyallomer Tubes Beckman Coulter 
 5 ml, 13x 51 mm 
Zellkulturtestplatte 6F/ 12F/ 24F/ 96F   TPP® 
 Zellkulturbehandelt, gammasterilisiert, pyrogenfrei, 
 RNA-/DNA-frei, RNase-/DNase-frei 
Zellkulturflaschen 20 cm²/ 75 cm²    TPP® 
 Schraubverschluss mit Filter, Zellkulturbehandelt,  
 gammasterilisiert, pyrogenfrei, RNA-/DNA-frei, 
RNase-/DNase-frei 
Zellkulturschalen Ø 100x 20 mm/ Ø 150x 20 mm  TPP® 
 Zellkulturbehandelt, gammasterilisiert, pyrogenfrei, 
 RNA-/DNA-frei, RNase-/DNase-frei 
2.1.4 Kits 
DNeasy® Blodd & Tissue Kit (250)   QIAGEN  
MiraCLEAN® Endotoxin Removal Kit    Mirus Corporation 
Compact Prep Midi Core Kit (100) QIAGEN 
QIAquick Gel Extraction Kit  QIAGEN 
Quik Change® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stragtagene/ Agilent 
Technologies 
Wizard® Plus SV Midipreps DNA Purification System Promega Corporation 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Promega Corporation 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit   Zymo Research.com 
2.2 Zellkultur 
2.2.1 Zellen  
HEK-293T:  
In der Zellkultur wurde die Zelllinie HEK-293T, Human Embryonic Kidney-Zellen, 
also menschliche embryonale Nierenzellen, verwendet. Sie sind bei der American 
Type Culture Collection (ATCC), Manassas (USA) unter der folgenden Nummer 
gelistet: CRL-1573TM.  
 
TZM-bl: 
Zur Untersuchung von Neutralisationen wurde die Zelllinie TZM-bl des NHI AIDS 
Research & Reference Reagent Program verwendet. 
Bei den TZM-bl Zellen handelt es sich um modifizierte, transgene HeLa-Zellen 
(Henrietta Lax). Sie dienen der Sichtbarmachung wirkender HIV-Infektionen in vitro 
und ermöglichen es Bindungsprozesse von Antikörpern oder Inhibitoren besser zu 
untersuchen. Die Zellen tragen verschiedene Kaskaden, die die Ausbildung von 
spezifischen Chemokinrezeptoren, CD4 und viraler Proteine ermöglichen. CD4 ist 
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unter normalen Bedingungen nur bei T-Helferzellen und bestimmten T-Lymphozyten 
vorzufinden. CD4 dient dem Virus zum Andocken an die Wirtszelle.  
2.2.2 Zellkulturmedien 
CHO: CD CHO Medium wurde von Invitrogen [GIBCO] als 
Fertigmedium bezogen und ist für die Expression rekombinanter 
Proteine in Suspensionszellen optimiert.  
 
DMEM:  500 ml DMEM (hausintern zubereitet)  
 50 ml Fetal Bovine Serum (FKS) 
 5 ml L-Glutamin 200mM  
 5 ml non-essential amino acid solution 100x 
 3 ml Streptomycin/ Penicillin  
 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) besteht aus einer Vielzahl anorganischer Salze, 
Aminosäuren und Vitaminen, das durch D-Glucose, Phenolrot und Natriumpyruvat 
vervollständigt wurde. Autoklaviert wurde das Medium bei 120°C für 30 Minuten und 
anschließend bei 4°C gelagert. 
 
OptiPROTM SFM:  Serum freies Medium ohne  L-Glutamin [GIBCO]. 
 
Ex-CellTM EBx® PRO-I: Serum freies Medium für die Kultivierung embryonaler 
Stammzellen. Es enthält L-Glutamin und Phenolrot als pH-
Stabilisator. Bezogen wurde das Medium von SAFCBIOSCIENCETM. 
 
293SFM II: Serum freies Medium [GIBCO] welches für die Kultivierung von 
Zellen in Suspension optimiert ist. 
2.2.3 Kultivierung der Zellen in Medium mit Fötalem Kälberserum (FKS)  
Standard gemäß wurden die Zellen in DMEM kultiviert. Hierfür wurde 1 ml einer 
Ausgangszellsuspension der vorangegangenen Passage in 12 ml frisches Medium überführt. 
Die Zellen wurden dreimal mit einer 0,05 % Trypsin-EDTA-Lösung gewaschen und im 
dritten Waschschritt, die abgelösten Zellen vom Boden der Zellkulturflasche aufgenommen. 
Die Zellen wurden 2 bis 3 Tage bei 37°C, 5 % CO2 und einer Raumluftfeuchte von 80 % 
inkubiert.  
 
Trypsin-EDTA-Lösung:1000 ml Hanks´B.S.S. 
 0,5 g Trypsin (1:250) 
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 0,2 g EDTA x 4Na 
2.2.4 Herstellung von Gefrierkulturen  
Für die Herstellung von Gefrierkulturen wurden 293T- bzw. TZM-bl-Zellen durch 
dreimaliges Waschen mit 3 ml einer 0,05 % Trypsin-EDTA-Lösung aus einer 
Zellkulturflasche entnommen und in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Die Zellen wurden 
darin bei 2000 rpm für 6 Minuten pelletiert und anschließend mit DMEM durch 
Resuspendieren des Pellets und wiederholter Zentrifugation, gewaschen. Zur Aufbewahrung 
der Zellen bei -80°C wurde das Pellet in 3 ml Gefriermedium resuspendiert und in 
Cryoröhrchen bei -80°C über mehrere Jahre gelagert.     
 
Trypsin-EDTA-Lösung  
Gefriermedium: 5 ml DMEM 
 4 ml Fötales Kälberserum (FKS) 
 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)  
2.2.5 Selektion von 293T-Zellen in Medium ohne FKS 
Für die Selektion von 293T-Zellen zur Kultivierung in Serum freiem Medium wurden 
folgende Medien wie in Tabelle 2.1 aufgeführt kombiniert. Jedes Selektionsmedien wurde mit 
Glutamin (1:100), nicht-essentiellen Aminosäuren (1:100), Penicillin/ Streptomycin (1:200) 
und Natriumpyruvat (1:100) vervollständigt. Die Zellen wurden aus DMEM entnommen und 
in Selektionsmedium überführt, für 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Pellet wurde in 12 ml Selektionsmedium resuspendiert und auf zweimal 6 ml 
aufgeteilt. Der Ansatz wurde erneut für 3 Minuten bei 1000 rpm pelletiert und das verbliebene 
Pellet wiederum in Selektionsmedium resuspendiert. Je 25 µl/ Well dieser Zellsuspension 
wurden nun auf eine 24-Wellplatte aufgeteilt und für 48 Stunden bei 37°C, 5 % CO2 und 
80 % Raumluftfeuchte inkubiert. Die Beobachtung der Zellmorphologie erfolgte über einen 
Zeitraum von 3 bis 4 Monaten und wurde durch regelmäßigen Mediumwechsel alle 1 bis 
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Tab. 2.1: Kombinationsvarianten von Serum-freiem Medium für die Selektion von 293T-
Zellen 
Konz. Medium A Konz. Medium B
100%
90% DMEM 10% CHO
70% DMEM 30% CHO
50% DMEM 50% CHO
30% DMEM 70% CHO
10% DMEM 90% CHO
90% DMEM 10% Opti
70% DMEM 30% Opti
50% DMEM 50% Opti
30% DMEM 70% Opti
10% DMEM 90% Opti
90% DMEM 10% 293 SFM
70% DMEM 30% 293 SFM
50% DMEM 50% 293 SFM
30% DMEM 70% 293 SFM
10% DMEM 90% 293 SFM
100%
90% DMEM∆FKS 10% CHO
30% DMEM∆FKS 70% CHO
90% DMEM∆FKS 10% Opti
70% DMEM∆FKS 30% Opti
50% DMEM∆FKS 50% Opti
30% DMEM∆FKS 70% Opti
10% DMEM∆FKS 90% Opti
100%
50% DMEMcomplete 50% CHO
10% DMEMcomplete 90% CHO
100%
90% CHO 10% Opti
70% CHO 30% Opti
50% CHO 50% Opti
30% CHO 70% Opti
10% CHO 90% Opti
90% CHO 10% 293 SFM
70% CHO 30% 293 SFM
50% CHO 50% 293 SFM
30% CHO 70% 293 SFM
10% CHO 90% 293 SFM
100%
50% Opti 50% PRO-I
90% Opti 10% 293 SFM
70% Opti 30% 293 SFM
50% Opti 50% 293 SFM
30% Opti 70% 293 SFM
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2.2.6 Selektion transfizierter 293T-Zellen mittels dem Einsatz von Filtern 
293T-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte in DMEM mit verschiedenen Konzentrationen des 
Antibiotikas Geneticin (G-418; 400 µg/ml, 600µg/ml, 800 µg/ml) kultiviert. Nach einer 
Inkubationszeit von 3 Tagen bzw. nach Ausbilden eines Monolayers wurden die Zellen in 
12 ml DMEM mit der entsprechenden Konzentration Geneticin aufgenommen, in eine 
Petrischale überführt und üN bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe eines am Schalenboden 
aufgezeichneten Gitternetzes konnten Zellklone identifiziert und abgenommen werden. 
Abgenommen wurden die ausgewählten Zellen mit einem in einer 0,05 % Trypsin-EDTA-
Lösung durchfeuchteten Filterplättchen. Unter Zuhilfenahme einer Pinzette wurde das 
Filterplättchen aus der Trypsin-EDTA-Lösung entnommen und für einige Minuten auf die 
identifizierten Zellen gelegt. Diese Art der Kultivierung neuer Klone transfizierter Zellen 
wurde konsequent durch alle Konzentrationen an Geneticin bzw. der verschiedenen 
Vektorsysteme fortgeführt, so dass 60 Klonen erzielt wurden.  
2.2.7 Transfektion von Plasmid-D7A  
Zur Transfektion von Plasmid-DNA wurden 293T-Zellen 24 Stunden in einer 6-Well-Platte in 
DMEM üN bei 37°C, 5 % CO2 und einer Raumluftfeuchte von 80 % inkubiert. Nach 
Ausbildung eines einheitlichen Monolayers wurden die Zellen zweimal mit DMEM 
gewaschen. Abschließend wurden die Zellen mit Opti PROTM SFM-Medium, mit 10 % Lifor 
(als FKS und Serumersatz) und L-Glutamin (1:100) versetzt und für 10 bis 30 Minuten bei 
37°C im Brutschrank inkubiert. Für die Transfektion wurde folgender Ansatz pro Well 
angesetzt: 
200 µl   DMEM  
 4 µl/µg   TransIT®-293 Transfection Reagent  
 
Die Transfektionslösung wurde für 10 bis 15 Minuten bei RT inkubiert und mit 3 µg Plasmid-
DNA pro 106 Zellen versetzt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei RT wurde  
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2.2.8 Analyse der Proteine in transfizierten Zellen 
Zur Isolierung von Proteinen oder genomischer DNA aus transfizierten 293T-Zellen bzw. 
deren Medienüberständen wurden drei verschiedene Methoden angewandt. 
2.2.8.1 Gewinnung von Proteinen aus Zelllysaten 
Phosphatgepufferte Salzlösung PBS: 
 140,0 mM Natriumchlorid (NaCl) 
 2,7 mM Kaliumchlorid (KCl) 
 10,0 mM Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Na2HPO4) 
 1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 
 7,4  pH-Wert  
  
Der PBS-Puffer wurde hausintern hergestellt und konnte über mehrere Monate bei RT 
gelagert werden.  
 
,P-40 Zelllysispuffer: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
 150 mM Natriumchlorid (NaCl) 
 5 mM EDTA 
 1 % NP-40 
 
48 Stunden nach Ansatz der Transfektion wurde das Medium von den Zellen abgenommen. 
Probeweise wurde der Überstand aufkonzentriert (Kapitel 2.2.7.2). Die Zellen wurden mit 
einer Phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) dreimal gewaschen. Beim dritten Waschschritt 
wurden die Zellen in PBS zu 1/3 in neues DMEM überführt bzw. die restlichen 2/3 in ein 
Reaktionsgefäß überführt und für 5 Minuten bei 2000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde erneut 
zwei- bis dreimal in PBS gewaschen. Abhängig von der Menge pelletierter Zellen wurden 
100 µl NP-40 Zelllysispuffer auf 106 Zellen gegeben und diese für 10 Minuten auf Eis 
inkubiert. Anschließend, nach Ende der Inkubationszeit, für 3 Minuten bei 10000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand als Lysat für weitere Versuche bereitgestellt werden. 
2.2.8.2 Aufreinigung der Überstände transfizierter Zellen 
48 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium abgenommen und exprimiertes und in 
Medium abgegebenes gp41 aufkonzentriert. Zur Abtrennung toter Zellen oder zur 
Eliminierung vorhandener Zellbruchstücke im Medium wurde der Überstand für 10 Minuten 
bei 2000 rpm zentrifugiert. Auf kleinere Reaktionsgefäße aufgeteilt wurde der vorstichtig 
entnommene Überstand für 10 Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
anschließend mittels eines 0,45 µm Sterilfilters in Reaktionsgefäße überführt. Der filtrierte 
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Überstand wurde weiterhin in Vivaspin Zentrifugalröhrchen bzw. mit Hilfe einer Roti®-Spin 
MINI 10-Säule in mehreren Zentrifugationsschritten aufkonzentriert.  
2.2.8.3  Extraktion genomischer D7A  
Für die Extraktion der DNA wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) der Firma 
QIAGEN GmbH verwendet. Die DNA bereitgestellter Zellpellets wurde nach 
Herstellerangaben extrahiert.  
 
1. Zellpellet (optimal 5x 106 Zellen) in 200 µl PBS resuspendiert 
2. Zugabe von 20 µl Proteinase K  
3. Zugabe von 200 µl Lysispuffer (AL) und vortexen des Reaktionsgefäßes zum 
 Durchmischen der Reaktionsvolumina, Inkubation für 10 Minuten bei 56°C  
4. Zugabe von 200 µl 99 %igem Ethanol und Durchmischen der Reaktionsvolumina 
 durch vortexen 
5. Überführen der erhaltenen Lösung in ein im Kit mitgeliefertes DNeasy Mini Spin 
 Röhrchen und Zentrifugation für 60 Sekunden bei 8000 rpm 
6. Überführung des DNeasy Mini Spin Röhrchens in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß und 
7. Beladen der Säulenmembran mit 500 µl Waschpuffer 1 (AW1), erneute Zentrifugation 
 für 60 Sekunden bei 8000 rpm 
8. wiederum Überführen des DNeasy Mini Spin Röhrchens in ein neues 2 ml Reaktions- 
gefäß und erneutes Beladen der Säulenmembran mit 500 µl Waschpuffer 2 (AW2), 
zentrifugieren der Säule für 3 Minuten bei 14000 rpm  
9. DNeasy Mini Spin Röhrchen in neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführen und 
 Säulenmembran mit 200 µl Elutionspuffer (AE) beladen 
10. nach einer Inkubation von 5 Minuten bei RT wurde Säulenröhrchen für 60 Sekunden 
 bei 8000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss aufgefangen 
 
Konzentration und Reinheit der extrahierten genomischen DNA wurde mittels des Nano 
Drop® Spectrophotometers ND-1000 gemessen. 
2.2.9 SDS-PAGE der Zelllysate und exprimierter Proteine 
Für die Elektrophorese präparierter Lysate im nativen Gel wurde die X Cell Sure LockTM 
Gelkammer [Roth] verwendet. Der Probenauftrag erfolgte in einem 4 - 20 % Tris-Glycin Gel 
(1,0 mm x 12 Well). Die Zelllysate wurden 1:1 mit SDS/TRIS-Glycin-Laufpuffer versetzt, für 
10 Minuten bei 95°C inkubiert und aufgetragen. Zur Größenbestimmung der aufgetrennten 
Proteinfragmente wurde ein kommerzieller, vorgefärbter Größenstandard PageRulerTM Plus 
Prestained Protein Ladder verwendet. Das Gel lief bei einer Spannung von 150 V für 60 bis 
90 Minuten. 
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2.2.10 Western Blot-Detektion 
PAGE-Transferpuffer:  
 3,0 g  Tris 
 15,0 g  Glycine 
 800 ml destilliertes Wasser   
 200 ml Methanol  
 
Für den Puffer wurden 3,0 g Tris und 15,0 g Glycine auf 800 ml destilliertes Wasser 
eingewogen und nach sorgfältigem Mischen, die Lösung mit 200 ml Methanol versetzt. Bei 
4°C kann der Puffer über mehrere Monate gelagert werden.  
 
2 % Ponceau Red-Färbelösung:  
   2 g/l Ponceau S 
 100 ml   1 % Essigsäure 
 
Für die Färbelösung wurden 20 g/l Ponceau S auf 1000 ml 1 % Essigsäure eingewogen und 
nach sorgfältigem Durchmischen und Auflösen des Ponceaupulvers mit einem Filterpapier in 
ein geeignetes Gefäß filtriert. Die Färbelösung kann so zubereitet über mehrere Monate bei 
RT aufbewahrt und eingesetzt werden.  
 
Die Übertragung der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine erfolgte im Western-Blot-Verfahren 
auf eine Nitrocellulosemembran mit Hilfe einer Transferkammer. Die Übertragung der im Gel 
aufgetrennten Proteine erfolgte bei einer Spannung von 48 V für 90 bis 120 Minuten unter 
Verwendung eines PAGE-Transferpuffers in einer Transferkammer. Zur Sichtbarmachung 
aufgetrennter Proteine im Gel wurde die Membran mit einer 2 % Ponceau Red-Färbelösung 
angefärbt. Die Membran wurde durch mehrmaliges Waschen in PBS-Puffer entfärbt und in 
einer 6 % Magermilchlösung blockiert. Im weiteren Verlauf wurde die blockierte Membran 
mit dem primären Antikörper oder einem primären Serum in einer Verdünnung von 1:100 bis 
1:1000 für mindestens 4 Stunden inkubiert. Ungebundene Antikörper wurden durch 
fünfmaliges Waschen (je 5 Minuten) bei RT mit PBS + Tween 20 (0,1 % Tween 20) von der 
Membran entfernt. Die Inkubation mit einem zweiten, für den Primärantikörper spezifischen 
Sekundärantikörper wurde für 1 Stunde bei RT in einer Verdünnung von 1:3000  bis 1:10000  
durchgeführt.  
2.2.11 Immunofluoreszenzanalyse 
Die Immunofluoreszenzanalyse ermöglicht die spezifische Detektion der rgp41 Expression 
auf der Oberfläche und im Inneren von transfizierten, selektierten Zellen. Dazu werden mit 
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Antikörper verwendet, die proteinspezifisch binden. Durch 
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den Einsatz von genau auf den Farbstoff abgestimmten Filtern konnten interferierende 
Wellenlängen ausgeblendet werden.  
Die adhärent wachsenden Epithelzellen HEK-293T wurden auf mit Poly-Lysin präparierten 
Deckgläschen ausgesät und üN bei 37°C kultiviert. Die Deckgläschen wurden dreimal mit 
PBS gewaschen und in 2 % PFA fixiert. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei RT 
wurden die Zellen erneut für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Um die Zellen zu 
permeabilisieren wurden sie erst mit einer Lösung aus 0,5 % Triton X-100 für 2 bis 
10 Minuten versetzt und anschließend erneut dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend 
wurde für 30 min bei RT oder üN bei 4°C der Blockpuffer A auf die Zellen gegeben. Nach 
der Inkubation im Blockpuffer A wurde dieser wieder vorsichtig von den Zellen abgenommen 
und durch eine Glycinlösung ersetzt. Nach einer Inkubation von circa 1 Stunde  bei RT 
wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS + Triton X-100 gewaschen. Der Zweitantikörper 
Alexa 488 wurde im gleichen Verhältnis wie 2F5 auf die Zellen gegeben. Wieder wurden die 
Zellen dreimal mit PBS + Triton X-100 und abschließend einmal mit reinem PBS gewaschen. 
Die Deckgläschen wurden mit Klarlack auf dem Objektträger fixiert. Eine Auswertung der 
Expressionsausbeute erfolgte mit einem konfokalen Mikroskop. 
 
Blockpuffer A 
2.3 Arbeiten mit Bakterien 
2.3.1 Bakterien  
Max Efficiency® DH5αTM Competent Cells [Invitrogen]: 
Escherichia coli ist ein verhältnismäßig langsam wachsendes Bakterium dieser 
Gattung, welches aber bei der Transformation hohe Effiziensraten erzielt. 
Z-CompetentTM Escherichi coli-JM109 [Zymo Research]: 
Hierbei handelt es sich um chemisch Z-kompetente E. coli-Bakterien, die eine 
einfache und hoch effiziente Transformation garantieren.   
One Shot® Top10F´ Escherichia coli Competent Cells [Invitrogen]: 
Diese Zelllinie trägt lacIq und benötigt Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 
um die Expression des LacZ-Promoters zu induzieren. Durch diese Eigenschaft 
werden die Zellen bei der Blau-Weiß-Selektion verwendet.  
Top10 F´ [Invitrogen]: 
Bei Top10 F´ handelt es sich ebenfalls um einen Stamm von Escherichia coli.    
Materialien und Methoden 
   
 42 
XL10-Gold® Ultracompetent Cells [Stratagene]: 
Bei XL10-Gold® handelt es sich um einen hoch effizienten und ultra-kompetenten 
Escherichia coli-Stamm.  
2.3.2 Medien zur Kultivierung von Bakterien 
LB-Medium: 10 g/l  Casein 
 5 g/l  Hefeextrakt 
 5 g/l  Natriumchlorid 
 2 g/l  inerte Reagenzien (Tablette) 
 
Zur Herstellung von LB-Medium zur Bakterienanzucht wurde ein Trockenpräparat (Tablette) 
der Firma Sigma Aldrich verwendet. In 1000 ml Flüssigmedium wurden 10 Tabletten gelöst 
und bei 120°C für 30 Minuten autoklaviert. Zur Herstellung von Festmedium wurden diesem 
Ansatz 15 g Agar zugesetzt und dieser ebenfalls unter den genannten Bedingungen 
autoklaviert. Für die Kultivierung resistenter Bakterienkulturen wurde das Medium wahlweise 
mit Ampicillin (100 µg/µl) versetzt. Für die Analyse der Blau-Weiß-Selektion wurde 
Nährmedien mit IPTG (100 mM) und X-Gal (50 µg/ml) bestrichen.  
 
,ZYM-Medium: 2 g/l Magnesiumsulfat-Heptahydrat 
 10 g/l Casein 
 5 g/l Natriumchlorid 
 5 g/l Hefeextrakt 
 7,0±0,2 pH-Wert 
 
Das Medium wurde bei Fluka Analytical (Partner von Sigma-Aldrich), Seelze als 
Trockenpräparat erworben und nach Herstellerangaben mit 1000 ml destilliertem Wasser 
versetzt. Die Sterilisation fand bei 120°C für 30 Minuten statt. Gelagert wurde das Medium 
bei 4°C über mehrere Monate.   
 
SOC-Medium: 2 g/l  Trypton 
  0,5 g/l  Hefeextrakt 
  10 mM  Natriumchlorid 
  2,5 mM  Kaliumchlorid 
  10 mM  Magnesiumchlorid  
   20 mM  Glucose 
 
Das Medium wurde als Fertigpräparat von der Firma Promega bezogen und konnte bei RT 
über mehrere Monate gelagert werden. 
 
ZymoBroth- Medium: 0,5 - 5%  Trypton 
  0,5 - 5 %  Hefeextrakt 
  10 mM  Magnesiumchlorid 
 
Das Medium wurde als Fertigpräparat von der Firma Zymo Research bezogen und bei RT 
über mehrere Monate gelagtert.  
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2.3.3 Transformation von Plasmid-D7A  
Zur Transformation von Plasmid-DNA wurden bei - 80°C gelagerte Gefrierkulturen eines 
Bakterienstammes (Kapitel 2.3.1) auf Eis aufgetaut und 35 - 50 µl der Bakterienkultur mit 20 
- 50 ng Plasmid-DNA versetzt. Die Suspension wurde für 30 Minuten auf Eis inkubiert, ein 
Hitzeschock bei 42°C für 30 Sekunden durchgeführt und erneut für 2 Minuten auf Eis 
inkubiert. Für etwa 1 Stunde wurde der Ansatz nach Zugabe von 1 ml Medium mit 
Resistenzfaktor bei 37°C inkubiert, bevor er auf einem Selektivmedium (LB, NZYM) 
ausgestrichen wurde. Die Platten wurden üN bei 37°C im Brutschrank gelagert.  
2.3.4 Kultivierung von Bakterienkulturen 
Von einem bewachsenen Nährboden wurde mittels einer Impföse ein Klon entnommen und 
temperiertes Medium damit angeimpft. Die Kultur wurde üN bzw. für mindestens 8 Stunden 
bei 37°C und 220 rpm inkubiert.   
2.3.5 Isolierung von Plasmid-D7A 
Eine üN-Kultur wurde bei 37°C und 220 - 225 rpm im Ampere Chart Multitron II Schüttler 
inkubiert. Die Vorkultur wurde in 30 - 50 ml Medium (LB, NZYM) mit Resistenzfaktor 
überführt und erneut für 8 - 12 Stunden bei 37°C und 220 - 225 rpm inkubiert. Zur 
Aufreinigung extrachromosomaler DNA wurde das CompactPrep Midi Core Kit (100) 
[Qiagen GmbH] verwendet und nach Herstellerangaben die Plasmid-DNA isoliert.  
 
1. 30 - 50 ml  der Bakterienkultur bei 4°C und 5000 rpm für 15 Minuten pelletiert 
2. Pellet wurde in 2 ml Resuspensionspuffer (P1) gelöst und mit 2 ml Lysispuffer 
(P2) versetzt, zum Durchmischen wurden die Reaktionsgefäße 4 - 6 mal energisch     
geschüttelt und anschließend für 3 Minuten bei RT inkubiert 
3. Lysat wurde mit 2 ml Neutralisationpuffer (S3) versetzt und wiederum 4 - 6 
    mal energisch geschüttelt 
4. Lysat wurde anschließend bei 11000 rpm und 4°C für 30 Minuten zentrifugiert, 
der Durchlass verworfen und die Reaktionsgefäße erneut für 15 Minuten   
zentrifugiert 
5. Lysat mit 2 ml Bindepuffer (BB) versetzt, 4 - 6 mal energisch vermischt und in 
      ein CompactPrep Midi Säulenröhrchen überführt 
 
Zum Beladen des Lysats durch die Membran im Säulenröhrchen wurde eine Vakuumpumpe 
verwendet.  
6. nach dem Überführen des Säulenröhrchens in ein neues Reaktionsgefäß, wurde 
es mit 700 µl Waschpuffer (PE) beladen und bei 13000 rpm für 30 - 60 Sekunden   
zentrifugiert 
7. eine erneute Zentrifugation bei 13000 rpm für 60 Sekunden entfernte zurück- 
Materialien und Methoden 
   
 44 
    gebliebenen Waschpuffer  
8.   Elution der auf der Membran gebundene chromosomale DNA durch Zugabe von   
  100 µl Elutionspuffer (EB) auf die Säule, für 60 Sekunden bei RT  inkubiert und    
  erneut bei 13000 rpm für 60 Sekunden zentrifugiert  
 
Miniprep von Plasmid-DNA: 
Für die Aufreinigung kleinerer Mengen von Plasmid-DNA wurde das Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification System [Promega Cooperation] verwendet.   
Die Durchführung richtete sich nach den Angaben des Herstellers. 
 
1. 1 - 10 ml einer Bakterienvorkultur bei 5000 rpm für 5 Minuten pelletiert  
2. Zellpellet in 250 µl Zellresuspensionspuffer gelöst 
3. Zellsuspension mit 250 µl Lysispuffer und 10 µl Alkaline Protease-Lösung 
                  versetzt, viermal geschüttelt und für 5 Minuten bei RT inkubiert 
4. 350 µl Neutralisationspuffer zu Lysat gegeben, viermal geschüttelt und bei 
   13000 rpm für 10 Minuten in der Eppendorf Centrifuge 5415D zentrifugiert 
5. klaren Überstand abgenommen und in Säulenröhrchen überführt; Zentrifugation 
    für 60 Sekunden bei 13000 rpm 
6. Säule wurde mit 750 µl Waschpuffer bei 13000 rpm für 60 Sekunden gewaschen  
7. Waschschritt mit 250 µl Waschpuffer bei 13000 rpm für 2 Minuten wiederholt 
8. auf der Säule gebundene Plasmid-DNA mit 100 µl Nuklease-freiem 
Wasser eluiert, 60 Sekunden bei RT inkubiert und erneut bei 13000 rpm für 
60 Sekunden zentrifugiert 
 
Abschließend wurde mittels des Nano Drop® Spectrophotometer ND-1000 die Konzentration 
der isolierten DNA bestimmt. 
 
Um die Plasmid-DNA auch von Endotoxinen zu befreien wurde das MiraCLEAN® Endotoxin 
Removal Kit [Mirus Corporation] verwendet. Nach Herstellerangaben wurde die gewonnenen 
DNA-Proben mit PBS- oder TE-Puffer auf eine Konzentration von 0,5 - 1,0 mg/ml verdünnt. 
Hierzu wurden 0,1 Volumen MiraCLEAN® Puffer zugegeben, gevortext und für 5 Minuten 
auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde mit 0,03 Volumen EndoGO Extraktionsreagenz 
versetzt, gevortext und erst 5 Minuten auf Eis und anschließend 5 Minuten in einem 50°C 
warmen Wasserbad inkubiert. Um eine Abtrennung der mit Endotoxin versetzten Bestandteile 
zu erzielen wurden die Reaktionsgefäße bei 13000 rpm für 20 - 60 Sekunden zentrifugiert und 
der Überstand vorsichtig in neue Reaktionsgefäße überführt. Die Zugabe von 0,03 Volumen 
EndoGO Extraktionsreagenz wurden ein zweites Mal wiederholt und die Reaktionsgefäße erst 
für 5 Minuten auf Eis und anschließend für 5 Minuten in einem 50°C warmem Wasserbad 
inkubiert. Nach wiederholter Zentrifugation bei 13000 rpm für 20 - 60 Sekunden wurde der 
klare Überstand entnommen und mit 2 Volumen eiskaltem 96 % Ethanol versetzt, für 
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mindestens 30 Minuten bei - 20°C oder kälter inkubiert und anschließend bei 4°C und 
13000 rpm für 20 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
zweimal mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das verbliebene 
Pellet wurde in 50 - 100 µl Nuklease-freiem Wasser resuspendiert.  
2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, bei der RNA- oder 
DNA-Proben ihrer Größe nach in einem Agarosegel aufgetrennt werden. Die 
Größenbestimmung der einzelnen Fragmente erfolgte mit einem gleichzeitig aufgetragenen 
Größenstandard (Marker). Die Gele wurden in 1 - 1,5 % Agarose in 1x TAE-Puffer gelaufen. 
Für die Sichtbarmachung der Probenfragmente wurden 0,1 µg/ml bis 0,5 µg/ml 
Ethidiumbromid dem Gel zugegeben. Die Auswertung erfolgte im GELDOC [Biorad].     
 
50x TAE-Puffer:  242 g Tris 
 57,1 ml Eisessig 
 100 ml 0,5 M EDTA-Lösung 
 
Zur Herstellung des Laufpuffers für die Agarose-Gelelektrophorese wurden die angegebenen 
Zutaten in 1000 ml destilliertem Wasser gelöst.  
2.3.7 Gelextraktion 
Die Extraktion des gesuchten Fragmentes aus dem Agarosegel wurde unter Zuhilfenahme 
eines Gelextraktionskits [Qiagen GmbH] durchgeführt. Hierzu wurde das im Gel aufgetrennte 
Fragment ausgeschnitten, dessen Gewicht bestimmt und mit QG Puffer (Solubilization) 
versetzt. Für 10 Minuten wurden die Proben bei 55°C inkubiert und alle 2 bis 3 Minuten 
gevortext. Nach dem Farbumschlag wurde zum vorliegenden Probenvolumen ein Volumen 
Isopropanol zugegeben und das Gemisch in einem Säulenröhrchen zentrifugiert (60 Sekunden 
bei 13000 rpm), der Unterstand verworfen und die Säule mit 500 µl QG Puffer beladen und 
wiederum für 60 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Unterstand wurde erneut 
verworfen, die Säule mit 750 µl PE Puffer beladen und für 60 Sekunden zentrifugiert. Zum 
Lösen der gebundenen DNA wurden 50 µl EB Puffer (10 mM Tris-HCl) oder destilliertes 
Wasser (pH 7,0 - 8,5) zugegeben und durch Zentrifugation (60 Sekunden bei 13000 rpm) die 
von der Membran gewaschen.  
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2.3.8   Klonierung 
2.3.8.1 Plasmide 
Backbone Vektoren:  
pcD,ATM 3.1(-) [Invitrogen] 
pCl neoMammalian Expression Vector  [Promega Coorporation]  
pTargeTTM Mammalian Expression Vector System  [Promega Coorporation] 
 HIV Vektor  p,L4.3 ( Plasmid infektiöser HIV-Partikel) [GenBank: AF324493.1] 










NotI 10u/µl New England BioLabs® Inc.




GoTaq ® Hot Start Promega 
AmpliTaq  Gold Promega 
Ligasen
T4 DNA Ligase 5u/µl Fermentas
T4 DNA Ligase 1-3u/µl Promega
Enzym
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T7-Promotor 5´-TAATACGACTCACTATAGGG - 3´ Sigma
SK68i 5´- GGARCAGCIGGAAGCACIATGG - 3´ RKI
SK69i 5´- CCCCAGACIGTGAGITICAACA - 3´ RKI
8116F 5´- AATTAACAATTACCAAAGCTTAATACAC- 3´ Sigma
8116R 5´- GTGTATTAAGCTTTGGTAATTGTTAATT - 3´ Sigma
8221F 5´- GTGGAATTGGTTTTACCATAACAAATTGGCTGTGG - 3´ Sigma
8221R 5´- CCACAGCCAATTTGTTATGGTAAACCAATTCCAC - 3´ Sigma
 
2.3.8.4 Restriktion 
Zur Spaltung von Plasmid-DNA und mittels PCR erzeugter DNA-Fragmente wurden 
Restriktionsendonukleasen (Kapitel 2.3.8.2) verwendet, die DNA an spezifischen 
Erkennungssequenzen schneiden (SZYBALSKI et al., 1991). Die Verwendung dieser Enzyme 
erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Der Verdau von DNA mittels 
Restriktionsendonukleasen oder Restriktionsnezymen wurde für analytische und präparative 
Zwecke verwendet. Analytische Ansätze erfolgten zur Kontrolle auf erfolgreiche Ligation von 
DNA-Fragmenten. Zur Konstruktion neuer Mutanten wurden Restriktionsansätze im 
präparativen Maßstab durchgeführt (MÜLHARDT, 1999). Die Zusammensetzung der Ansätze 
ist nachfolgend aufgeführt. Die Restriktionsansätze wurden für 30 bis 60 Minuten bei 
enzymspezifischer Temperatur inkubiert und die Restriktionsenzyme durch Erhitzen 
inaktiviert. Gesuchte Fragmente wurden durch die Agarose-Gelelektrophorese von anderen 
abgetrennt, aus dem Gel geschnitten und durch das QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt. 







Zum Restriktionsansatz  wurden je 300 ng DNA hinzugegeben. Die Restriktion wurde für 
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2.3.8.5 Ligation  
Die Restriktionsverdauten DNA-Fragmente wurden mit gleichartig geschnittenen Plasmiden 
in einer Ligation und unter Zuhilfenahme einer T4 DNA Ligase in einem ATP-haltigen Puffer 







Zum Ansatz wurde Plasmid-DNA und Insert in einem Verhältnis von 1:1 (3:1 bzw. 1:3) 
zugegeben und für 1 Stunde bei RT (alternativ für 6 bis 8 Stunden bei 14°C oder üN bei 4°C) 
inkubiert.  
2.3.8.6 Site-Directed Mutagenesis (SDM) 
Die Methode der Site-Directed-Mutagenesis ist ein molekularbiologisches Verfahren um 
definiert Stellen innerhalb eines DNA-Moleküls oder zirkulärer Plasmid-DNA zu 
modifizieren. Für die Durchführung dieser Substitution wurde das Quik Change® II XL Site-























dsDNA Template 10ng 1µl
Primer Forward 125ng 1µl





 + Pfu  Polymerase 1µl
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Den amplifizierten Ansatz wurde nach der PCR für 2 Minuten auf Eis inkubiert, mit 1 µl 
DpnI (10 U/µl) versetzt und nach kurzem Mischen die Reaktion für 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert. DpnI schneidet dabei spezifisch methylierte, unmutierte DNA-Stränge und es 
verbleibt das unmethylierte Plasmid. Für die Transformation wurde 1 µl der DpnI verdauten 
Probe zu einem Zellaliquot XL10-Gold Ultracompetent Cells pipettiert und nach 
Herstellerangaben durch Hitzeschock transformiert. Selektiert wurden die Klone nach einer 
Inkubation üN bei 37°C auf LB-Agarplatten durch Blau-Weiß-Selektion.  
2.3.8.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion findet Anwendung bei der Amplifikation von DNA-
Fragmente in vitro unter Zuhilfenahme von DNA-Polymerasen. Das Verfahren ermöglicht 
einen schnellen und empfindlichen Nachweis kleinster DNA- oder RNA-Mengen. Die 
exponentielle Verdopplung der zu amplifizierenden DNA-Sequenzen erbringt große Mengen 
genetischen Materials in kurzer Zeit.  










Zu einem Gesamtansatz von 50 µl Reaktionsvolumen wurden jeweils 300 ng DNA für die 
Analyse zugegeben.   
4°C 
60°C 
68°C  68°C  
 1:00   7:00 
x18 
95°C      95°C 
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2.3.8.8 Real Time quantitative Polymerase-Kettenreaktion (Real Time-
PCR) 
Die Amplifikation einer herkömmlichen Polymerase-Kettenreaktion wird mit einer 
zusätzlichen Quantifizierung der gewonnen DNA kombiniert. Die Real Time-Quantifizierung 
ermöglicht, einen außerordentlich langen linearen Messbereich (bis zu 6 log10-Stufen) durch 
kontinuierliche Messung eines je nach PCR-Produktmenge zunehmenden Fluoreszenzsignals 
während der Amplifikation zu erfassen. Bestimmt wird dabei der Cycle Threshold (CT), der 
Zeitpunkt, ab dem das Fluoreszenzsignal einen bestimmten Schwellenwert (Cut-off) 
überschreitet. Je mehr DNA am Anfang in der Reaktion vorhanden ist, desto früher wird der 
Cut-off-Wert überschritten. Durch den Vergleich mit mitgeführten Verdünnungen der 
Positivkontrolle wird das Ergebnis in Menge amplifizierter DNA umgerechnet. Das 
bekannteste Verfahren zur Erzeugung eines Fluoreszenzsignals für Real-Time-
Quantifizierungen ist die TaqMan-Methode, auch als 5‘-Exonuclease-Assay bezeichnet. Für 






Primer Virus FOR (68) 10pmol/µl 0,5µl
Primer Virus REV (69) 10pmol/µl 0,5µl
Sonde Virus (Fam) 10pmol/µl 0,5µl
AmpliTaq Gold 5U/µl 0,25µl
H2O 14,17µl









Der PCR-Ansatz wurde unter sterilen Bedingungen in einer DNA-freien Box pipettiert. Die 
DNA wurde in einer Konzentration von etwa 100 - 150 ng/ Ansatz zugegeben. Die 
Auswertung erfolgte mit dem MxPro- Mx3000P.   
4°C 
55°C 
72°C   
   0:15 
x45 
95°C      95°C 
10:00     0:45 
0:60 
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2.3.8.9 Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNA diente der Überprüfung der Richtigkeit rekombinierter DNA 
bzw. der Integration gewünschter DNA-Fragmente in das Zielgenom. Die moderne DNA-
Sequenzierung nutzt die Methode der PCR. Für die Auswertung wurden dem Ansatz 
markierte ddNTP`s im ABI Big Dye-Master Mix zugesetzt.      




Primer FOR 10pmol/µl 1µl
Primer REV 10pmol/µl 1µl
H2O Rest













2.4 Immunisierung und Analyse tierischer Seren 
2.4.1 Versuchstiere 
Für die Versuche wurden eine Ziege (BfR, Bundesinstitut für Risiskobewertung, 
Tierversuchsanstalt, Berlin-Marienfelde) und mehrere Wistar Ratten (RKI, Robert Koch-
Institut, Tierversuchsanstalt, Berlin-Wedding) mit den hergestellten bzw. kommerziell 
erworbenen Antigenen immunisiert. Die Ratten wurden in Gruppen von je vier Tieren 
gehalten. Die Ziege wurde in der Tierversuchsanstalt des BfR in Berlin-Marienfelde gehalten.  
2.4.2 Aufarbeitung tierischer Seren 
Nach der Blutabnahme durch Mitarbeiter des Tierstalls wurde die Seren für 2 Stunden bei RT 
inkubiert und der „Blutkuchen“ konnte sich absetzen und mehrere Stunden später konnte das 
Serum abgenommen werden. Die Seren wurden anschließend mehrmals für 10 Minuten bei 
x30 
96°C      96°C 
50°C 
60°C  60°C 
4°C 
5:00       0:10 
0:05 
 4:00   5:00 
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4000 bis 10000 rpm zentrifugiert, um verbliebene blutrückstände zu entfernen. Das gereinigte 
Serum wurde in Reaktionsgefäße für die Aufbewahrung bei -80°C aliquotiert.   
2.4.3 Immunisierung der Versuchstiere 
Das Antigen wurde 1:1 mit öligem Adjuvant (Incomplete Freund´s Adjuvant bzw. Complete 
Freund´s Adjuvant) versetzt. Durch mehrfaches Resuspendieren durch eine Kanüle (Ø 
0,6 mm) erhielt das Gemisch eine halbfeste, cremige Konsistenz. Die Immunisierung der 
Versuchtiere erfolgte alle drei Wochen durch intramuskuläre und subkutane Injektion des 
Antigen-Adjuvant-Gemisches. Dabei wurden pro Tier etwa 250 ng Antigen appliziert. Die 
Immunisierung, die regelmäßige Blutung und die vollständige Entblutung der Tiere wurden 
durch Fachpersonal des am Nordufer 20, Berlin ansässigen Tierstalls des Robert Koch-
Institutes durchgeführt.   
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2.4.4 Kommerzielle Antikörper 
 
2.4.5 Western Blot-Analyse 
Bei der Untersuchung tierischer Seren auf eine Immunreaktion wurde das Western Blot-
Verfahren zur Detektion einer Antikörperbindung am Antigen verwendet. Zur Präparation der 
testbaren Membranen wurde das Protein T20, viraler Überstand pNL 4.3 und rekombinantes 
gp41 im Gel aufgetragen und im Western-Blot-Verfahren (Kapitel 2.4.5) die aufgetrennten 
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Die Blotmembran wurde in Streifen 
geschnitten und in 6 % Milchlösung für 4 Stunden bei RT oder üN bei 4°C blockiert. Die 
Streifen wurden mit dem zu untersuchenden Serum (1:100 bis 1:1000) beladen und für 1 bis 
Antikörper Hersteller
Anti-Human Immunoglobulins Sigma
     (Fab specific)-Alkaline Phosphatase 
     antibody produced in goat
     affinity isolated antibody
Anti-Rabbit Immunoglobulins Sigma
     (whole molecule)-Alkaline Phosphatase
     antibody produced in goat
     affinity isolated antibody
Anti-Rat Immunoglobulins Sigma
     (whole molecule)- Alkaline Phosphatase
     developed in goat
     affinity isolated antigen specific antibody
Anti-Goat Immunoglobulins (H+L)
     AP-Rabbit 
Polyclonal Rabbit Anti-Human Dako
     Immunoglobulins/ Horseradish peroxidase
     (IgG/ HRP)
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Dako
     Immunoglobulins/ Horseradish peroxidase
     (IgG/ HRP)
Polyclonal Rabbit Anti-Rat Dako
     Immunoglobulins/ Horseradish peroxidase
     (IgG/ HRP)
Polyclonal Rabbit Anti-Goat Dako
     Immunoglobulins/ Horseradish peroxidase
     (IgG/ HRP)
Zymed 
(Invitrogen)
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2 Stunden bei RT inkubiert. Die Blotstreifen wurden anschließend fünfmal für 5 Minuten in 
PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen und mit dem Zweitantikörper beladen. Der 
Zweitantikörper war mit Alkalischer Phosphatase (AP) gelabelt. Der Sekundärantikörper 
wurde in einer Verdünnung von 1:1000 bis 1:3000 für 1 Stunde auf den Blotstreifen inkubiert 
und anschließend fünfmal für 5 Minuten in PBS + 0,1 % Tween 20  und einmal für 5 Minuten 
in PBS gewaschen. Durch die Labelung des Sekundärantikörpers mit Alkalischer Phosphatase 




 100 mM Tris-HCl (pH 9,0) 
 150 mM Natriumchlorid 
 1 mM Magnesiumchlorid 
 
Zur Pufferherstellung wurden alle Inhaltsstoffe in destilliertem Wasser gelöst und zu 5 ml des 
alkalischen Puffers 33 µl NBT und 16,5 µl BDIP gegeben. 
 
Die Blotstreifen wurden für einige Minuten in der Entwicklerlösung inkubiert. Nach kurzer 
Zeit war ein Farbumschlag zu erkennen. 
2.4.6 Epitopmapping 
6 % Magermilchlösung:  
 6 g  Magermilchpulver  
 100 ml  PBS + Tween 20 
 
6 g Magermilchpulver wurden auf 100 ml PBS-Puffer + 0,1 % Tween 20 eingewogen und 
mittels eines Rührers sorgfältig verrührt. Die Magermilchlösung wurde einmal wöchentlich 
frisch angesetzt und bei 4°C gelagert. 
 
Das Epitopmapping ist ein Verfahren zur Charakterisierung eines Antikörpers, welches eine 
schnelle Eingrenzung antikörper- und serumspezifischer Epitope auf einem bekannten 
Antigen ermöglicht. Im Epitopmapping werden Proteine überlappend auf eine Nitrocellulose 
oder alternativ auf eine PVDF-Membran punktiert. Die Anbindung eines Antikörpers an 
einem bestimmten Proteinabschnitt beschreibt eine spezifische Bindung. Man unterscheidet 
hierbei zwischen kontinuierlichen und diskontinuierlichen Epitopen. Bei kontinuierlichen 
Epitopen liegen Aminosäuren direkt nebeneinander. Ein Antikörper, der ein solches Epitop 
erkennt, bindet sequenzspezifisch. Bei diskonitnuierlichen Epitopen liegen die Aminosäuren 
eines Epitopes in der Primärstruktur des Proteins. Auf der Membran liegen sie jedoch nicht 
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direkt nebeneinander, sondern werden erst bei der Faltung des Proteins in räumliche Nähe 
zueinander gebracht. Auf der entwickelten Membran kann sich dies durch entfernt von 
einander detektierte Peptide zeigen. Antikörper die diskontinuierliche Epitope erkennen, 
werden konformationspezifisch genannt.  
Für die Herstellung von Epitopmappingmembranen wurden Proteine mittels einer 
Multikanalpipette überlappend auf eine Nitrocellulosemembran aufgebracht. Die zu 
untersuchenden Proteine wurden abhängig von ihrem Löslichkeitsverhalten entweder 1:10 in 
DMSO (10 µg Peptid) oder 1:4 in PBS (1 mg Peptid) gelöst und tropfenweise (je 2 µl) auf die 
Membran aufgetragen. Für die Analyse wurden die Membranen in einer 6 % Milchlösung 
über mehrere Stunden, wahlweise üN, inkubiert. In einem Verhältnis von 1:100 bis 1:1000 
wurde das zu untersuchende Serum in 6 % Milchlösung verdünnt auf die Membran 
aufgebracht und diese für mindestens 1 Stunde bei RT oder üN bei 4°C inkubiert. Die 
Membran wurde anschließend fünfmal 5 Minuten in PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen. Der 
Zweitantikörper wurde in einem Verhältnis von 1:1000 bis 1:10000 in 6 % Milchlösung 
verdünnt und für etwa 1 Stunde bei RT auf der Membran inkubiert. Abschließend wurde die 
Membran erneut fünfmal für 5 Minuten in PBS + Tween 20 gewaschen. Die Detektion der auf 
der Membran gebundenen Antikörper wurde durch die Zugabe von Pierce ECL Western 
Blotting Substrate ermöglicht, indem beide Entwicklerkomponenten 1:1 vermischt wurden. 
Durch das Auflegen eines X-Ray-Filmes wurden Bindungsstellen detektiert und im CURIX60 
LC 50Hz [Agfa] ausgewertet.        
 
Verwendung kommerzieller Epitope mapping-Membranen von JPT: 
Milchpuffer: 10 ml Fötales Kälberserum (FKS) 
 3 g Magermilchpulver 
 1 g Bovine Serum Albumin (BSA V) 
 
Für die Herstellung des Milchpuffers wurden alle Inhaltsstoffe in TBS-T-Puffer gelöst. 
  
TBS-Puffer:  50 mM Tris 
 137 mM Natriumchlorid 
 2,7 mM Kaliumchlorid 
 
Alle Inhaltsstoffe des Puffers wurden in destilliertem Wasser gelöst und der pH-Wert mit 
Salzsäure auf 8,0 eingestellt.   
 
TBS-T-Puffer: 500 ml TBS-Puffer (pH 8,0) 
 25 µl Tween 20  
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Für die Analysen der Tierseren wurden auch kommerzielle Epitopemappingmembranen der 
Firma JPT Peptide Technologies GmbH mit synthetisch hergestellten Peptiden verwendet.  
Für die Erstbenutzung wurde die Membran durch eine 5-minütige Inkubation in Methanol 
aktiviert. Sie wurde weiterhin dreimal für 10 Minuten in TBS-Puffer gewaschen, bevor sie für 
für 2 Stunden in Milchpuffer blockiert wurde. Nach der Inkubation wurde in einem Verhältnis 
von 1:100 bis 1:1000 das zu untersuchende Serum in Milchpuffer verdünnt auf die Membran 
aufgebracht und diese für 3 Stunden bei RT oder üN bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde 
einmal für 10 Minuten in TBS-T-Puffer gewaschen, bevor sie mit einem Peroxidase-
gelabelten Zweitantikörper (Anti-Rat, Anti-Goat, etc. HRP) beladen wurde. Der 
Zweitantikörper wurde 1:10000 in Milchpuffer verdünnt und die Membran für 1 Stunde bei 
RT inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Membran zuletzt dreimal für 5 Minuten in TBS-
Puffer gewaschen. Für die mehrmalige Verwendung einer Membran wurde diese nach 
Herstellerangaben wie folgt regeneriert.  
 
Regenerationspuffer I: 
 62,5 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
 2 % Natrium-Dodecylsulfat (SDS) 
  
Für den Regenerationspuffer I wurden Tris und SDS in destilliertem Wasser gelöst und der 
pH-Wert mit Salzsäure auf einen Wert von 6,7 eingestellt. Pro 10 ml Puffer wurden 
abschließend 70 µl ß-Mercaptoethanol zugegeben. 
 
Regenerationsprotokoll I:  
1. Membran dreimal für 10 Minuten bei RT mit destilliertem Wasser waschen 
2. Membran viermal für 30 Minuten bei 50°C mit dem Regenerationspuffer I 
waschen 
3. Membran dreimal für 20 Minuten bei RT mit PBS waschen 
4. Membran dreimal für 20 Minuten bei RT mit TBS-T-Puffer waschen 
5. Membran dreimal für 10 Minuten mit TBS-Puffer waschen  
 
Um eine erfolgreiche Regeneration der Membran zu überprüfen wurde diese 
abschließend noch einmal mit dem Zweitantikörper (HRP) für 1 Stunde bei RT 
inkubiert und mittels eines X-Ray-Films detektiert. 
2.4.7 ELISA (Enzym Linked Immunoabsorbent Assay) 
Die Platten für den Enzym Linked Immunoabsorbent Assay wurden mit den Peptiden T20 
und C39 über Nach bei 4°C beladen (gecoatet). Dafür wurden die 96-Wellplatten mit jeweils 
50 µl/Well beladen. Im Well wurde jeweils eine Endkonzentration von 1 µg/Well Protein 
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erreicht. Die Platte wurde einmal mit 300 µl/ Well PBS + 0,05 % Tween gewaschen. 
Anschließend wurde die Platte für 1 Stunde bei 37°C in 5 % Albumin Fraction V (BSA) in 
PBS + 0,05 % geblockt. Pro Well wurden dafür 100 µl aufgetragen. Die Platte wurde erneut 
dreimal mit 300 µl/Well PBS + 0,05 % Tween gewaschen. Das Ratten- bzw. Ziegenserum 
wurde als Erstantikörper in einer Verdünnung von 1:50 bis 1:3600 in 2,5 % BSA in PBS + 
0,05 % Tween verdünnt eingesetzt. Inkubiert wurde die Platte 1,5 bis 2 Stunden bei 37°C im 
Brutschrank. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bei dem die Platte erneut dreimal mit 
300 µl/Well PBS + 0,05 % Tween 20 behandelt wurde. Der Zweitantikörper, je nach zuvor 
verwendeter Spezies Anti-Human, Anti-Rat oder Anti-Goat, wurde ebenfalls in 2,5 % BSA in 
PBS + 0,05 % Tween 20 1:50 bis 1:3600 verdünnt. Die Platte wurde 1 Stunde bei 37°C im 
Brutschrank inkubiert. Die Platte wurde im Anschluss daran mit einem siebenfachen 
Waschzyklus mit 300 µl/Well PBS + 0,05 % Tween gewaschen.  
Zur Detektion der an das Protein gebundenen Antikörper wurde eine o-Phenylenediamine 
dihydrochloride-Tablette (30 mg) in 30 ml PBS gelöst, 200 µl Wasserstoffperoxid zugegeben 
und je 80 µl Entwicklerlösung auf jedes Well verteilt. Möglichst lichtdicht verschlossen 
wurde die Platte 20 Minuten inkubiert, bis im Well ein Farbumschlag zu erkennen war. Zum 
Abstoppen dieser Reaktion wurden pro Well 80 µl 5 N Wasserstoffperoxid zugegeben. Für 
die Auswertung der Resultate im ELISA wurde der TECAN Spectra Classic Plate Reader 
verwendet.  
2.4.8 Analyse der Seren auf neutralisierende Eigenschaften 
Der in vitro Neutralisationstest ist ein Verfahren zur Bestimmung Virus-neutralisierender 
Seren der immunisierten Ratten und der Ziege. 
2.4.8.1 Virusherstellung  
Für die Herstellung neuen infektiösen Viruses wurden 293T-Zellen mit dem Plasmid pNL 4.3 
(2 µg/ml) transfiziert und nach einer Inkubation von zwei Tagen bei 37°C der Überstand von 
den Zellen abgenommen. Um den Überstand und damit infektiöse Viruspartikel von anderen 
Proteinen und Zellausscheidungen abzutrennen, wurde eine Aufreinigung mit Sucrose 
durchgeführt. Hierfür wurden Beckman Zentrifugenröhrchen mit 2 ml 20 % Sucrose gefüllt 
und der Überstand vorsichtig darauf geschichtet. Um ein Wandern des Überstandes und damit 
eine Aufreinigung durch die Sucrose zu erreichen wurden die Proben für 2:10 Stunden bei 
32000 rpm zentrifugiert. Der verliebene Überstand und die Sucrose wurden vorsichtig aus 
dem Röhrchen abgenommen. Am Röhrchenboden verblieb ein kleines Pellet infektiösen 
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Virus, welches mit 20 µl TE-Puffer resuspendiert wurde. Durch die Sucrose fand neben einer 
Aufreinigung auch eine Aufkonzentrierung des Virus statt.    
2.4.8.2 Bestimmung des Virustiter 
Um die Effizienz des gewonnenen Virus zu bestimmen wurde dessen Titer ermittelt. Der 
Virustiter ist ein Maß für den Gehalt an infektiösen Viruspartikeln in einer Lösung. Er 
bezeichnet die höchste Verdünnung eines Virus, die je nach angewandter 
Untersuchungstechnik eine krankmachende Wirkung erzielt.  
Zur Bestimmung des Virustiter wurden 293T-Zellen üN bei 37°C in einer 96-Well-Platte 
kultiviert und nach 24 Stunden in Verdünnungen von 10-1 bis 10-6 mit infektiösem Überstand 
(Virus) versetzt. Je 10 µl des vorangegangenen Wells wurden mit 90 µl DMEM des 
nachfolgenden Wells vermischt. Nach zwei Tagen bei 37°C wurde der Überstand von den 
Zellen wieder abgenommen und zwei Waschschritte mit je 100 µl PBS durchgeführt, bevor 
die Zellen für 5 bis 20 Minuten in 2 % PFA fixiert wurden. Für die Detektion infizierter 
Zellen wurde eine Entwicklerlösung angesetzt, die mit je 60 µl/Well für 30 Minuten auf die 
Zellen gegeben wurde. Nach 30 Minuten konnten erste infizierte Zellen (blau) ausgezählt 
werden. Die Zahl der infizierten Zellen ließ Rückschlüsse auf den Virustiter zu.   
 
Entwicklerlösung: 
 4 ml  PBS 
 500 mM  Kaliumhexacyanidoferrat(III)  
 250 mM  Kaliumhexacyanidoferrat(II)  
 1 M  Magnesiumchlorid 
 80 µl  X-Gal 
 
2.4.8.3 7eutralisationstest 
Die Seren der immunisierten Versuchstiere wurden im Neutralisationstest gestestet, um deren 
neutralisierende Wirkung auf HIV zu untersuchen und gebildete Antikörper zu detektieren. 
Hierfür wurden 293T-Zellen üN in einer 96-Well-Platte bei 37°C kultiviert. Es wurden 
Stocklösungen des Antikörpers 2F5 und HIV wie folgt vorbereitet: 
  
2F5-Stocklösung:  2 µl 2F5 (10 mg/ml) 
                         100 µl DMEM 
Ergibt eine Endkonzentration von 200 µg/ml von 2F5. 
 
Virus-Stocklösung:        120 µl        HIVpNL4.3 Klon 
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                      2280 µl          DMEM 
Der Virustiter lag zwischen 2x 106 und 5x 106. 
 
Für die Versuchsdurchführung wurden die zu untersuchenden Seren erst 1:10 (10 µl Serum + 
90 µl DMEM) und in den folgenden Reihen der 96-Well-Rundboden-Platte jeweils 1:2 
verdünnt. Die Verdünnungsreihe setzte sich von der ersten bis zur letzten Reihe fort.  
Das Virus wurde zu gleichen Teilen (25 ml) auf eine weitere 96-Well-Rundboden-Platte 
aufgeteilt und mit 25 µl der Serum-DMEM-Verdünnungen vereint. Die Virus-Serum-Platte 
wurde für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das Virus-Serum-Gemisch wurde anschließend 
reihenweise auf die Zellen der ersten 96-Well-Platte gegeben und diese für 48 Stunden bei 
37°C inkubiert. Um eine Sekundärinfektion durch neu gebildete Viruspartikel zu vermeiden, 
wurde nach 24 Stunden das Medium erneuert. Nach zwei Tagen bei 37°C wurde der 
Überstand von den Zellen abgenommen und diese zweimal mit PBS gewaschen. Um die 
Zellen zu fixieren wurden pro Well 80 µl 2 % PFA aufgegeben und die Platte für 5 bis 
20 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS 
gewaschen und mit 60 µl Entwicklerlösung versetzt. Die Zellen wurden für 30 Minuten bei 
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3 Ergebnisse 
3.1 Immunisierung mit rgp41 zur Gewinnung neutralisierender   
            Antikörper 
Zur Gewinnung eines permanent zur Verfügung stehenden rgp41 sollte eine fortwährend 
Protein exprimierende Zellllinie etabliert werden. Durch die ständige Verfügbarkeit des 
Antigens sollte es möglich werden, Immunisierungen im Tiermodell in kurzen Zeitintervallen 
und hohen Dosierungen vorzunehmen, um hohe Immunantworten der Versuchstiere und 
damit die Bildung neutralisierender Antikörper zu induzieren. Vorversuche zur Untersuchung 
der Reaktivität der Versuchstiere auf das verabreichte Antigen wurden mit dem 
Expressionskonstrukt pcDNASeA2 durchgeführt. Die Bezeichnung pcD,A beschreibt den 
eingesetzten Expressionsvektor, während Se die Verkürzung des Hüllproteins Env (short env) 
beschreibt. Es wurde also die Ectodomäne von gp41 von HIV-1 kloniert. A2 benennt die 
Position der durch Site-Directed Mutagenesis herbeigeführten Punktmutation. In der Sequenz 
wurde an zweiter Stelle die Aminosäure Alanin (A) durch die Aminosäure Glutamin (Q) 
ausgetauscht. Die aus der Immunisierung resultierende Immunantwort zeigte nicht bei allen 
Tieren eine Reaktion auf rgp41.  
3.1.1 Produktion von rgp41 durch Transfektion mit pcD7ASeA2  
Für die Produktion des rgp41 als Antigen für die Anwendung im Kleintiermodell wurde das 
bereits vorhandene Vektorkonstrukt pcDNASeA2 verwendet. Wie in den Kapiteln 2.2.7 und 
2.2.8.2 beschrieben, wurden 293T-Zellen mit pcDNASeA2 transfiziert und der Überstand 
nach zwei Tagen aufgereinigt. Zelluläre Bruchstücke des rgp41 wurden durch mehrmaliges 
Zentrifugieren und Filtrieren (Ø 0,45 µm Filter) abgetrennt. Der im Säulenröhrchen 
aufkonzentrierte Zellüberstand wurde mittels Elektrophorese (Kapitel 2.2.9) aufgetrennt und 
anschließend auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (Kapitel 2.2.10). Durch die Detektion 
mit 2F5-Antikörpern wurde nachgewiesen, dass rgp41 exprimiert wurde (Abb. 3.1). Die 
Konzentration des in den Überstand abgegebenen Proteins wurde unter Verwendung von 
Verdünnungsreihen des viralen Peptides T20 bestimmt. Im Western Blot wurde eine große 
Bande aus Di- und Trimeren des rgp41 mit einer Größe von etwa 41 kD detektiert.  
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Abb. 3.1: Nachweis des exprimierten Proteins rgp41 für die 
Immunisierung der Versuchstiere; detektiert durch 2F5 in der Western 
Blot-Analyse (1 - Mock; 2 - pcDNASeA2; roter Pfeil: rgp41) 
  
Die Expression des Proteins durch Transfektion von 293T-Zellen mit dem pcDNASeA2 
Vektor konnte in der Western Blot-Analyse nachgewiesen werden. Weltweit war es hier 
erstmals möglich das transmembrane Hüllprotein gp41 in humanen Zellen zu produzieren und 
im Überstand nachzuweisen.  
3.1.2 Immunisierung und Analyse der Immunseren 
Nach der Überprüfung der Richtigkeit des exprimierten Proteins und dessen 
Charakterisierung wurde dieses für die Immunsierung der Ratten und der Ziege bereitgestellt. 
Die Immunisierung mit dem Antigen erfolgte alle drei Wochen über einen Zeitraum von zwei 
bis drei Monaten. Parallel zur Immunisierung wurden den Tieren geringe Mengen Blut für 
Analysezwecke entnommen und die Reaktivität der Seren getestet.  
3.1.2.1 Immunisierungsmodus 
Der von den transfizierten 293T-Zellen gewonnene Zellüberstand wurde für die Verwendung 
als Antigen vorbereitet (Kapitel 2.2.8.2). Über einen Zeitraum von 12 Wochen wurden acht 
Ratten und eine Ziege mit aufkonzentriertem Zellüberstand immunisiert (Kapitel 2.4.3). In 
Abständen von jeweils drei Wochen wurden die Tiere geblutet und immunisiert (Abb. 3.2).  
 
Abb. 3.2: Immunisierungsplan der Ratten und der Ziege 
 
1            2
41 kD
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Die regelmäßige Immunisierung der Versuchstiere mit rgp41 induzierte eine spezifische 
Immunantwort der Versuchstiere gegenüber dem Protein. Es sollte festgestellt werden, ob 
durch die Induktion spezifische, womöglich neutralisierende Antikörper gegen rgp41 gebildet 
wurden. Zur serologischen Analyse wurden deshalb die Seren wie in den Kapiteln 2.4.2 
vorbereitet und anschließend im Western Blot (Kapitel 2.4.5), Epitopmapping (Kapitel 2.4.6), 
ELISA (Kapitel 2.4.7) und Neutralisationstest (Kapitel 2.4.8) untersucht. 
3.1.2.2 7achweis gp41-spezifischer Antikörper im Western Blot 
Durch die fortwährende Immunisierung der Versuchtiere mit rgp41 sollte eine Protein-
spezifische Immunantwort induziert werden. Bereits nach der zweiten Immunisierung mit 
250 ng rgp41 konnte die Bildung Antigen-spezifischer Antikörper im Western Blot detektiert 
werden. Für die Analyse der Seren auf deren Reaktivität im Western Blot wurden bereits 
präparierte Western Blot-Streifen mit dem aufgebrachten Peptid T20 und den konzentrierten 
Zellüberständen von rgp41 und pNL4.3 verwendet. Die Ratten- und Ziegenseren wurden in 
einer Verdünnung von 1:200 bzw. 1:1000 (Positivkontrollen 2F5/ 4E10) eingesetzt. Durch die 
Inkubation dieser Teststreifen mit dem jeweiligen Serum bzw. mit positiven und negativen 
Kontrollen konnten im Blut gebildete Antikörper gegen das Antigen rgp41 detektiert werden 








Abb. 3.3: Western Blot-Analyse der Seren immunisierter Wistar Ratten 
A: Das Serum der Ratten 320.1, 320.2 und 327.2 und die Positivkontrolle 4E10 wurden gegen das rgp41 
getestet. Das Serum wurde in einer Verdünnung von 1:200 eingesetzt. Die Positivkontrolle 4E10 wurde in einem 
Verhältnis 1:1000 in 6 % Milchlösung verdünnt. B: Die Rattenseren 320.1, 320.2 und 308.1 wurden hier 
320.1 320.2 327.2 4E10
rgp41 (∆CT)
A
2F5   320.1    320.2    308.1
rgp41 
B
327        320     2F5
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ebenfalls gegen rgp41 (∆CT) getestet. Als positive Kontrolle wurde 2F5 mitgeführt. Die Seren wurden ebenfalls 
in einer Verdünnung von 1:200 und 2F5 1:1000 eingesetzt. C: Das Serum der Ratten wurde in diesem Fall gegen 
das virale Peptid T20 getestet.  
 
Die Protein-spezifische Immunantwort dreier Versuchstiere konnte hierbei durch das 
Vorhandensein spezifischer Antikörper bewiesen werden. Neben dem Western Blot sollte die 
Analyse der Epitope gebildete Antikörper näher charakterisieren. So könnte untersucht 
werden, ob die getesteteten Seren vergleichbar breit neutralisierende Antikörper wie 2F5 oder 
4E10  beinhalten. Lediglich das Serum der Ratte 308.1 und das der Ratte 327.2 zeigten 
Reaktivität gegenüber dem immunisierten Antigen rgp41.  
3.1.2.3 Analyse der Epitope 
Die Bindungsstellen der während der Immunantwort gebildenten Antikörper am Antigen 
können im Epitopmapping detektiert werden. Dabei kann die Lage der Epitope Aussage über 
die Reaktivität und damit über neutralisierende Eigenschaften der Seren treffen. Liegen die 
Epitope eines Serums nahe oder deckend mit den 2F5/4E10-Epitopen kann auch dieses Serum 
neutralisierende Eigenschaften zeigen. Nach der Analyse der Seren im Western Blot wurde 
auch das Vorhandensein möglicher Epitope überprüft. Hierzu wurden laborintern hergestellte  
und kommerzielle Epitopmappingmembranen verwendet. Die selbst gespotteten Peptide 
wurden wie folgt auf der Nitrocellulosemembran aufgebracht (Abb. 3.4). Die Peptide 
überlagerten sich jeweils um 4 Aminosäuren. Diese Aufreihung der Peptide fand sich auch 
auf den von JPT erworbenen Membranen.    
 
Abb. 3.4: Schematische Übersicht über die auf einer Nitrocellulosemembran gespotteten Peptide 
Besonders gekennzeichnet (gelb, rot) sind die Epitope für die beiden humanen Antikörper- 2F5 und 4E10. 
Bei der Analyse der Seren im Epitopmapping wurden verschiedene Epitope detektiert. Die 
eindeutige Detektion eines Epitops ist durch drei aufeinander folgende Spots (kontinuierliche 











































2F5 epitope:  ELDKWA 4E10 epitope: NWFDIT
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charakterisiert. Bei den getesteten Seren konnten verschiedene Spots detektiert werden, 
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           LIYTLIEESQNQQEK          QEKNEQELLELDKWA 
               LIEESQNQQEKNEQE          EQELLELDKWASLWN                       
          
Abb. 3.5: Ergebnisse des Epitopmappings der Rattenseren 
A: Mit einer kommerziellen Membran wurde das Serum der Ratte 327.2 getestet. Das Tier starb im späteren 
Verlauf durch die Nachwirkungen der Narkose. B: Das Serum der Ratte 320.2 wurde ebenfalls auf einer 
kommerziellen Membran der Firma JPT getestet und detektierte zwei Epitope mit großer Intensität. C: Das 
Rattenserum 308.1 detektierte das Epitop für 2F5.     
 
Die Seren der Ratten 327.2 und 320.2 detektieren zwar verschiedene Sequenzen (Epitope), 
allerdings handelt es sich hierbei nicht um Epitope, an die bisher bekannte neutralisierende 
Antikörper binden. Die bisher bekanntesten Epitope, die durch neutralisierende Antikörper 
gebunden werden, sind die der Antikörper 2F5 und 4E10. Da das Serum der Ratte 308.1 
positiv im Western Blot reagierte, sollten nun im Neutralisationstest dessen potentiellen 
neutralisierenden Eigenschaften untersucht werden. Auch alle anderen gewonnenen Seren der 
immunisierten Versuchstiere wurden im Neutralisationstest getestet. Neben dem Epitop für 
2F5 konnte kein weiteres bisher bekanntes Epitop neutralisierender Antikörper detektiert 
A
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werden. Um die neutralisierenden Eigenschaften der Seren zu überprüfen, sollten diese im 
Neutralisationstest untersucht werden. 
3.1.2.4 Analyse neutralisierender Seren im 7eutralisationstest 
Im Neutralisationstest wurden die Rattenseren in unterschiedlichen Verdünnungen auf TZM-
bl Zellen getestet und diese mit pNL4.3 infiziert. Die durch das Virus infizierten Zellen 
wurden durch die Entwicklerlösung mit X-Gal blau gefärbt und konnten anschließend 
ausgezählt werden. Diese Methode ermöglichte die Detektion von neutralisierenden 
Antikörpern im Serum.  
 
 
Abb. 3.6: Neutralisationstest mit den Seren der immunisierten Ratten und der Ziege 
Das eingesetzte Serum wurde 2 bis 16fach verdünnt mit HIV-1pNL4.3 versetzt. Die eingetragenen Balken 
symbolisieren die einzelnen Verdünnungsstufen eines Serums beim Neutralisationstest.  
 
Um neutralisierende Seren detektieren zu können, wurden als Vergleichswerte eine 
Positivkontrolle (2F5) und eine Negativkontrolle (Zahl der Durchinfektion durch HIV ohne 
Serumeinfluss) mitgeführt. Beim Vergleich der getesteten Seren mit den Negativkontrollen, 
konnte kein deutlicher Unterschied und damit keine eindeutige Neutralisation ausgemacht 
werden. Als viel versprechendes Serum wurde 308.1, nach der vierten Immunisiserung 
(308.1(4)) untersucht. Es zeigte sich, dass zwar im Epitopmapping eine Detektion des Epitops 
für 2F5 erfolgte, es sich hierbei jedoch nicht um neutralisierende Antikörper handelte. 
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einzelnen Verdünnungstufen kommen müssen. Bei der Betrachtung von 308.1 kann anhand 
der Werte, allerdings keine Neutralisation beobachtet werden (Abb. 3.6). Eine positive 
Reaktion, die Neutralisation des Virus durch das Serum würde sich im Diagramm als langsam 
aufsteigende Kurve von der ersten bis zur letzten Verdünnung des jeweiligen Serums 
darstellen. Wenn man das Prä-Immunserum (pI) von 327.2 mit dem Serum dieser Ratten nach 
der zweiten Immunisierung vergleicht (Abb. 3.6, grüne Pfeile), reagiert das präimmune Serum 
besser als das immunisierte Serum. Um eine Falschaussage der Serumreaktivität 
auszuschließen wurde in jedem Fall das Präimmunserum des jeweiligen Versuchstieres im 
Test mitgeführt. Im Fall der Ziege 957 konnte im Vergleich zum Prä-Immunserum keinerlei 
Neutralisation des Virus HIV-1pNL4.3 registriert werden.  
Auch die anderen getesteten Rattenseren zeigten keine positive Reaktivität im 
Neutralisationstest. Meist konnten zwar geringe Reduktionen der infizierten Zellen beobachtet 
werden, allerdings kam es dann innerhalb der Verdünnungsstufen zu keiner Titration der 
Ergebnisse (Abb. 3.7). Eine eindeutige Neutralisation des Virus konnte durch die getesteten 
Seren nicht beobachtet werden. Obwohl bindende Antikörper im Serum durch die Analyse der 
Epitope detektiert wurden, konnten im Neutralisationstest keine neutralisierenden Antikörper 
nachgewiesen werden.  
 















Abb. 3.7: Bestimmung der Neutralisationsaktivität verschiedener Rattenseren 
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3.2 Etablierung einer rgp41-produzierenden Zelllinie 
3.2.1 Design und Schritte zur Etablierung einer permanent 
 exprimierenden Zelllinie  
Für die Etablierung einer permanent rgp41 exprimierenden Zelllinie mit den klonierten 
Vektorkonstrukten waren folgende Schritte erforderlich (Abb. 3.8). Nach der Transfektion der 
293T-Zellen mit pTargeT (Sequenz siehe Anhang) sollten in regelmäßigen Abschnitten 
Zelllysate hergestellt werden um im Tris-Glycine-Gel die Expression des rgp41 über einen 
Zeitraum von mehreren Tagen nachzuweisen. Für die Optimierung der Expressionsausbeute 
sollten die transfizierten Zellen anschließend in Zellkulturmedium mit Antibiotika selektiert 


































Abb. 3.8: Notwendige Schritte zur Etablierung einer Zelllinie 
SDS PAGE und Western Blot-Analyse
der Zelllysate
Selektion mit Geneticin (G-418)
der transfizierten 293T-Zellen
Herstellung von Zelllysaten





von 293T-Zellen mit 3µg/ml Expressionsvektoren
(pTargeTSe/SeA2 und pcDNA + pAFPSe/SeA2)
Herstellung von Zelllysaten
aus DMEM
SDS PAGE und Western Blot-Analyse
der Zelllysate
SDS PAGE und Western Blot-Analyse
der Zelllysate
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3.2.2 Klonierung eines neuen Vektors zur Expression des rgp41 
Auf Grund der fehlenden Neomycin-Resistenz des vorher zur Antigen-Produktion 
verwendeten Vektors pcDNASeA2, konnte dieser nicht zur Selektion verwendet werden. 
Deshalb musste für die Expression des rgp41 ein neues Vektorkonstrukt gefunden werden. Es 
wurde der Vektor pTargeT genutzt, welcher unter Verwendung des Antibiotika Geneticin (G-
418) die später gentisch veränderten Zellen selektierte. Geneticin findet insbesondere in der 
Zellbiologie zur Selektion stabil transfizierter eukaryotischer Zellen Anwendung. Hierbei 
wird einerseits die Zelltoxizität des Geneticins für eukaryotische Zellen und andererseits die 
Möglichkeit der intrazellulären Geneticininaktivierung durch Einschleusung eines Neomycin-
Geneticin-Resistenzgens (Neor) ausgenutzt (DAVIS et al., 1980).  
Die neuklonierten und in Escherichia coli vermehrten Vektoren wurden zur Überprüfung der 
Richtigkeit des Inserts mit EcoRI restringiert und in einem 1,2 % Agarosegel analysiert (Abb. 
3.9). Dabei lief der geschnittene pTargeT-Vektor bei 5500 kb und das ausgeschnittene Insert 
bei etwa 800 kb im Gel. Als Vergleich wurden der ungeschnittene Vektor in der Laufspur 









   
Abb. 3.9: geschnittenes Insert der Restriktion von pTargeTSe und pTargeTSeA2 
M - O´Gene Ruler 1kb DNA Ladder  5 - pTargeTSe cl.5 
1 - pTargeTSe cl.1   6 - pTargeTSeA2 cl.1 
 2 - pTargeTSe cl.2   7 - pTargeTSeA2 cl.2 
 3 - pTargeTSe cl.3   8 - pTargeTSeA2 cl.3 
 4 - pTargeTSe cl.4   9 - pTargeTSeA2 cl.4 
10 - pTargeT (ungeschnitten) 
 
In acht der neun aufgetragenen Vektoren konnte im Gel ein Insert richtiger Größe 
nachgewiesen werden. Lediglich der Vektor in Laufspur Nummer 1 beinhaltete kein Insert für 
die Expression des rgp41. Die bei der Restriktion positiv getesteten Klone des pTargeT-
Vekros wurden nochmals sequenziert und die richtige Eingliederung des Inserts in den Vektor 
bestätigt, welche die Voraussetzung für die Funktionalität des Konstruktes war. Die 
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Restriktionsanalyse der gewonnenen Klone mit EcoRI bewies die Eingliederung des Inserts in 
den Expressionsvektor in acht von neun Klonen.  
3.2.3 Mutation der immunsuppressiven Domäne (ISD) des gp41 
Unterschiede innerhalb der Vektorsysteme ergaben sich durch eine einzige Aminosäure. Eine 
bewusst herbeigeführte Punktmutation innerhalb der Sequenz der Ectodomäne des viralen 
Glykoproteins gp41 von HIV-1 wurden zwei verschiedene Ausgangskonstrukte hergestellt. 
Die Restriktion dieser Konstrukte mit EcoRI und die Überführung des geschnittenen Inserts in 
das Vektorsystem pTargeT ermöglichten die Entstehung von zwei neuen 
Expressionssystemen. Diese Expressionsvektoren unterschieden sich lediglich in einer 
einzigen Aminosäure und hießen pTargeTSe und pTargeTSeA2 (Abb. 3.10). Der Austausch 
der Aminosäure Glutamin (Q) durch Alanin (A) beeinflusste die immunsuppressiven 
Eigenschaften des rgp41. Strukturell betrachtet werden beide Heptat Repeat-Stränge des gp41 
durch eine mit Disulfidbrücken stabilisierte Schleife (loop) verbunden. Da besonders diese 
Region von den meisten Seren HIV-positiver Patienten detektiert wird, wird sie als 
„immundominante Domäne“ bezeichnet (SANTOS et al., 1998; DENNER et al., 1994). Durch 
den Austausch der zweiten Aminosäure (A2) der Domäne sollte der Einfluss eines 
immunsuppressiven Proteins im Unterschied zu einem nicht-immunsuppressiven Protein 
untersucht werden. Durch die zwei Vektoren war es möglich ein immunsuppressives und ein 
nicht-immunsuppressives Protein zu produzieren und deren Einfluss auf die Immunantwort 
der immunisierten Tiere zu untersuchen.   
 
 
Abb. 3.10: Unterschied in der Sequenz von gp41 in den Expressionsvektoren pTargeTSe und pTargeTSeA2 (rote 
Umrandung) 
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3.2.4 Expression von rgp41 nach Transfektion von 293T-Zellen  
Die zuvor durch die Sequenzierung bestätigten Klone der zwei Vektorsysteme wurden zur 
Transfektion von 293T-Zellen in der Zellkultur verwendet. Als Vergleichskonstrukte für die 
Expression des rekombinanten gp41 wurde eine Co-Transfektion des Ausgangsvektors 
pCLneo und der Vektoren pcDNASe bzw. pcDNASeA2 vorgenommen. Für die 
Selektionsversuche standen nun vier unterschiedliche Expressionssysteme zur Verfügung. 
Hierfür wurden 293T-Zellen wie unter 2.2.7 beschrieben wie folgt transfiziert: 
• pCLneo + pcDNASe 
• pCLneo + pcDNASeA2 
• pTargeTSe 
• pTargeTSeA2. 
Die transfizierten Zellen wurden zwei Tage später lysiert (Kapitel 2.2.8.1) und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach dem Blot der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulosemembran im Western Blot-Verfahren wurde die Membran mit dem humanen 
Antikörper 2F5 inkubiert, der die Proteine auf dem Blot charakterisieren sollte. Direkt nach 













Abb. 3.11: 293T-Zellen exprimieren 2 Tage nach der Transfektion das rekombinante Hüllprotein gp41  
1     pCLneo + pcDNASe  2      pCLneo + pcDNASeA2  
3     pTargeTSe  4      pTargeTSeA2  
Im Gel wurden Zelllysate der tranfizierten 293T-Zellen aufgetragen. * geringfügiger Größenunterschied 
innerhalb der Banden, da der Vektor pTargeT noch Teil des Fusionspeptides beinhaltet (Pfeile) 
 
Eine Expression des rekombinanten gp41 wurde in allen vier Fällen der unterschiedlichen 
Expressionskonstrukte induziert. Durch die Detektion mit dem 2F5-Antikörper wurden zwei 
Formen des 17 kD großen rgp41 detektiert. Die Vektorkonstrukte pTargeTSe und 
pTargeTseA2 zeigten eine wesentlich höhere Expression des Proteins. Der rote Pfeil 
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kennzeichnet die nicht-glykolysierte Form des exprimierten rgp41. Bei jedem der eingesetzten 
Vektoren konnte die Expression des rgp41 im Western Blot 2 Tage nach der Transfektion 
nachgewiesen werden.  
3.2.5 Ergebnisse der Selektion mit Geneticin (G-418) 
Zur weiteren Selektion der tranfizierten und exprimierenden Klone wurde das Antibiotikum 
Geneticin (G-418) (Abb. 3.12) ausgewählt. Durch ein Resistenzgen auf dem transfizierten 
Plasmid, ermöglichte die Zugabe von G-418 eine Selektion der exprimierenden Zellen. Über 
einen Zeitraum von vier Wochen nach der Transfektion in Selektionsmedium wurden in 
regelmäßigen Abständen Zelllysate (Kapitel 2.2.8.1) hergestellt. Bei der Analyse dieser 
zellulären Lysate im Western Blot (Kapitel 2.2.9, 2.2.10) konnte zu Beginn der Selektion eine 
große Menge rgp41 detektiert werden, doch bereits nach 3 Wochen im Selektionsmedium 




















































Abb. 3.13: Analyse der rgp41 Expression innerhalb von einer Woche 
1/2 und 5/6 - pCLneo + pcDNASe/SeA2 ; 3/4 und 7/8 - pTargeTSe/SeA2 Von beiden Konstrukten  wurden 
Zelllysate in einem Abstand von einer Woche präpariert und im Gel aufgetragen (glykolysierte Form des rgp41 
(roter Pfeil); nicht-glykolysierte Form des rgp41 (grüner Pfeil)) 
 
Eine Woche nach Beginn der Selektion der exprimierenden Klone in Medium mit Geneticin 
(G-418) kam es zur Einstellung der Expressionsleistung durch die Zellen. In den gewonnenen 
Zelllysaten konnte nur noch wenig rgp41 detektiert werden. 
Von den Zellen, die mit den vier Vektorkonstrukten transfiziert wurden, konnten insgesamt 
60 Klone mittels Überführung von transfizierten Zellen mit Filterpapier gewonnen und in 
Zellkulturmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen Geneticin kultiviert werden. 
Die Untersuchung der Zelllysate auf Expression des rgp41 zwei Wochen später ergab keine 
Produktion. Bei allen Klonen konnte kein rgp41 detektiert werden (Abb. 3.14). Die einzige 










Abb. 3.14: Western Blot-Analyse der Zelllysate selektierter Zellen zwei Wochen nach Transfektion 
M - O´Gene Ruler 1 kb DNA Ladder  
+ - pcDNASeA2 
1 - 6: Klone der 600 µg/ml G-418-Selektion 
(lediglich in der positiven Kontrolle (pcDNAseA2) war rgp41 detektierbar (roter Pfeil); die Membran wurde zur 
Auswertung mit 2F5-Antikörpern inkubiert)  
 
1         2          3        4          5          6    7         8  
M        +        1        2        3        4        5 6      
40kD
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Zwei Wochen nach der Transfektion und beginnenden Selektion mit Geneticin wurde ein  
vollständiger Stop der Expression des rgp41 bei den selektierten Klonen nachgewiesen. 
Neben einer Positivkontrolle (+; pcDNASeA2) wurden repräsentativ für die restlichen 54 
Klone sechs Klone (1-6) im Gel und Western Blot analysiert.  
Überraschenderweise konnte keine Produktion des rgp41 nachgewiesen werden. Möglicher 
Grund hierfür konnte der Verlust der gp41 codierenden Sequenz sein, die die Zellen auf 
Grund des wirkenden Selektionsdruckes wieder ausgeschleusst haben. Um zu überprüfen, ob 
virale DNA, in Form der Plasmide in den selektierten Klonen vorlag oder es zum Verlust 
dieser Fremd-DNA kam, wurde eine Real Time-PCR durchgeführt. 
Die Western Blot-Analyse der Zelllysate der über einen Zeitraum von drei bis vier Wochen 
selektierten Klone zeigte die Inhibierung der Expression des rgp41.  
3.2.6 7achweis des viralen Genoms in selektierten Zellklonen durch Real 
 Time-PCR 
Um das Vorhandensein des Expressionsvektors bzw. integrierter viraler DNA in den 
transfizierten Zellen  zu analysieren, wurde eine Real Time-PCR mit einer Auswahl zur 
Zielsequenz des gp41 korrespondierender DNA-Fragmente (Primer; F68/ R69) durchgeführt. 
Für die Analyse wurde aus den transfizierten 293T-Zellen mittels des Qiagen Blood & Tissue 
Kits genomische DNA von 60 selektierten Klonen extrahiert und deren Reinheit in einem 














Abb. 3.15: Repräsentative Analyse der extrahierten DNA aus den Klonen der G-418-Selektion (600 µg/ml) 
Vor dem Ansetzen der RT-qPCR mit den potentiell-positiven Klonen wurden jeweils 100 ng der extrahierten 
DNA im Agarosegel aufgetragen um deren Konzentrationen bzw. Reinheiten zu analysieren (roter Pfeil zeigt die 
genomische DNA der aufgetragenen Proben); im Bild handelt es sich lediglich um eine Auswahl aus insgesamt 
M - O´Gene Ruler 1kb DNA Ladder 4 - pCLneo + pcDNASe 7F              8 - pTargeTSe 4F
1 - pCLneo + pcDNASe 1F 5 - pCLneo + pcDNASe 9F              9 - pTargeTSe 5F
2 - pCLneo + pcDNASe 5F 6 - pTargeTSe 1F                           10 - pTargeTSe 6F
3 - pCLneo + pcDNASe 6F 7 - pTargeTSe 3F
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60 getesteten Klonen; Die Bezeichnung ´F´ deutet auf die Überführung des Klones durch Filterpapier in neues 
Selektionsmedium. 
 
Im Gel wurden jeweils 100 ng DNA mit einem 1 kb DNA Marker aufgetragen. Da die 
Qualität der extrahierten DNA für die weitergehende Analyse geeignet war, wurden wie im 
Gel aufgetragen 100 ng je Probe für die Detektion der viralen Sequenz in der Real Time-PCR 
genutzt. Die Real Time-PCR ist eine sehr sensitive Methode zur Erfassung bereits geringster 
DNA-Fragmente in einer Probe. Ein normaler PCR-Ansatz wurde hier zusätzlich mit einer 
HIV-Sonde versetzt, die während der Amplifikation der DNA ein vom Gerät eingeworfenes 
Licht je nach Menge der vorhandenen amplifizierten DNA wieder zurückwirft. Die Menge 
dieses Lichtes wird dann in einen cycle threshold-Wert (CT-Wert) der Probe umgerechnet.   
Der CT-Wert ist ein Maß für die Menge der gesuchten DNA, die in der Probe vorliegt. Umso 
geringer der  CT-Wert, desto mehr gesuchte DNA, in diesem Fall virale DNA ist in der Probe 
bzw. in der Zelle vorhanden. Beispielhaft für die Analyse aller 60 Klone in der Real Time-
PCR wurden nachfolgend einige Klone aus der Geneticin-Selektion (600 µg/ml) mit den 
ermittelten CT-Werten im Diagramm aufgezeigt. In Abbildung 3.16/A sind fünf der 
selektierten Klone und deren im Lauf aufgenommenes Fluoreszenssignal gegen den CT-Wert 
abgetragen. Als Vergleichswerte wurden Mock (rot), genomische DNA nicht-transfizierter 
293T-Zellen als Negativkontrolle und zweifach genomische DNA von TZM-bl-Zellen (50 ng/ 
100 ng) als Positivkontrollen mitgeführt. Die DNA von TZM-bl-Zellen diente als positive 
Kontrolle, da diese Zellen mit viralen Sequenzen modifiziert wurden. Als zusätzliche 
Kontrollen zur Überprüfung der Funktionalität des Systems wurde reines Wasser und Wasser 
mit Reaktionsansatz als weitere Negativwerte mitgeführt.  
In Abbildung 3.16/B sind die in der Real Time-PCR getesteten Proben mit ihren CT-Werten 
und den eingesetzten Konzentrationen aufgelistet.  
 



































Abb. 3.16: Repräsentative Ergebnisse der genomischen DNA der 600 µg/ml G-418-Selektion 
A: Nach 4 Tagen unter Selektionsbedingungen in 600 µg/ml G-418 wurden die ersten 20 Klone in der Real 
Time-PCR getestet. Als Referenzen sind eine Negativkontrolle (Mock,  n - negativ ) und zwei Positivkontrollen 
(TZM-bl, 100 ng DNA, 50 ng DNA, p - positiv) mitgelaufen. B: CT-Wert der jeweils amplifizierten Proben-
DNA (die Bezeichnung 6F steht für den durch Filter gewonnenen Klon des Vektors pTargeT mit short env (Se))  
 
Um amplifizierte DNA nachzuweisen, wurden die Proben nach der Real Time-PCR in 1,5% 
Agarosegel aufgetragen (Abb. 3.17). Allein die Auswertung der erzielten CT-Werte der Real 
Time-PCR gab keinen Aufschluss darüber, ob kurze oder lange DNA-Fragmente oder 
sogenannte mismatches durch falsche Interaktion der Primer gebildet wurden. Bei der 









Abb. 3.17: Nachweis amplifizierter Proben-DNA nach der Real Time-PCR 
Nach dem Lauf der Real Time-PCR wurden die Proben nochmals im 1,5 % Agarosegel analysiert. (im Gel 
wurden jeweils 10µl der Real Time-Proben aufgetragen (90 V, 45 min) 
 
Auch bei der Real Time-PCR wurden von allen 60 positiven Zellklonen die Lysate analysiert 




M                     1                 2                   3                    4                   5                   + -
500bp
M - O´Gene Ruler 1kb DNA Ladder 2 - pcDNA + pAFPSe 8F              4 - pTargeTSe 3F
1 - pcDNA + pAFPSe 5F 3 - pcDNA + pAFPSeA2 4F         5 - pTargeTSe 8F
Nr. Probe DNA-Menge CT-Wert
1 pTargeTSe 3F 100ng 27,46
2 pTargeTSe 1F 100ng 29,74
3 pcDNA + pAFPSe 5F 100ng 24,51
4 pTargeTSe 6F 100ng 31,81
5 pTargeTSe 5F 100ng 35,76
n Mock 100ng no CT
p TZM-bl 50ng 25,57
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der Analyse aller selektierten Zellkuturklone in der Real 
Time-PCR (Bulk bezeichnet alle nach der Transfektion vorliegenden Zellen; positive Klone sind grün 
hervorgehoben) 
600µg/ml G-418Bulk 32,7 600µg/ml G-418Bulk 29,8
pSe 6.1F 38,0  No CT pSeA2 6.1F 36,4
pSe 6.2F No CT pSeA2 6.2F 38,0
pSe 6.3F 35,9 pSeA2 6.3F 37,6
pSe 6.4F 38,7 pSeA2 6.4F 26,9
pSe 6.5F 24,4 24,5 pSeA2 6.5F 35,2
pSe 6.6F 36,3 No CT pSeA2 6.6F No CT
pSe 6.7F 37,5 No CT pSeA2 6.7F 38,5
pSe 6.8F 27,1 pSeA2 6.8F 38,3
pSe 6.9F 39,3 No CT pSeA2 6.9F No CT
pSe 6.10F 37,4 pSeA2 6.10F No CT
800µg/ml G-418Bulk 29,1 800µg/ml G-418Bulk 30,0
pSe 8.1F x pSeA2 8.1F 32,3
pSe 8.2F x pSeA2 8.2F 37,3
pSe 8.3F x pSeA2 8.3F 35,8
pSe 8.4F x pSeA2 8.4F 35,0
pSe 8.5F x pSeA2 8.5F 36,5
600µg/ml G-418Bulk 25,6 600µg/ml G-418Bulk 28,6
pTSe 6.1F 31,6 29,74 pTSeA2 6.1F 32,0
pTSe 6.2F 30,7 pTSeA2 6.2F No CT
pTSe 6.3F 29,2 27,46 pTSeA2 6.3F 35,4
pTSe 6.4F No CT No CT pTSeA2 6.4F No CT
pTSe 6.5F 37,7 35,76 pTSeA2 6.5F 29,3
pTSe 6.6F 33,1 31,81 pTSeA2 6.6F 31,0
pTSe 6.7F 36,4 pTSeA2 6.7F 30,1
pTSe 6.8F 29,3 pTSeA2 6.8F 26,2
pTSe 6.9F 25,8 pTSeA2 6.9F 31,3
pTSe 6.10F 29,5 pTSeA2 6.10F 36,2
800µg/ml G-418Bulk 28,1 800µg/ml G-418Bulk 27,1
pTSe 8.1F 17,4 pTSeA2 8.1F 17,7
pTSe 8.2F 21,6 pTSeA2 8.2F 18,9
pTSe 8.3F 23,0 pTSeA2 8.3F 20,5
pTSe 8.4F 28,9 pTSeA2 8.4F 19,0
pTSe 8.5F 34,7 pTSeA2 8.5F 17,6
H2O No CT TZM-bl 25,1
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Die grün gekennzeichneten Zellklone wurden auf Grund der CT-Werte als positiv eingestuft. 
Im Vergleich zu den mitgeführten Kontrollen wurden in den analysierten Klonen auf Grund 
niedriger CT-Werte nach Definition große Mengen viralen Genoms nachgewiesen. 
Abschließend wurden durch die Real Time-PCR 20 von 60 untersuchten Klonen als positiv 
detektiert. Diese Klone wurden in verschiedenen Zellkulturmedien weiter selektiert. Sowohl 
in elf Klonen der 600 µg/ml G-418- und in neun Klonen der 800 µg/ml G-418-Selektion 
konnten große Mengen der gesuchten Sequenz nachgewiesen werden. Für fünf dieser als 
positiv detektierten Klone konnte die erneute Expression des rgp41 nachgewiesen werden. 
3.2.7 Schritte zur Expressionsoptimierung  
Bei der Analyse der rgp41 exprimierenden Zellkulturklone kam es nach kurzer Kultivierung 
in Medium (DMEM + FKS) mit Geneticin zum Stop der Expression. Grund hierfür könnte 
die Methylierung der im Vektor vorliegenden Gensequenz sein, welche viele Organismen zur 
eigenen Genregulation nutzen. Methylierte CpG-Sequenzen können durch die Zugabe 
bestimmter Reagenzien beeinflusst werden. GÖTZINGER et al. (1996) verwendete 5-
Azacytidin und n-Butyrat (Abb. 3.18) zur Aktivierung humaner endogener Retroviren. 
 
 
Abb. 3.18 Struktur der Demethylasen 5-Azacytidin (A) und n-Butyrat (B) [PUBCHEM2; PUBCHEM3] 
 
Um zu untersuchen, ob es zur Methylierung und damit zur gesteuerten Herunterregulation der 
Gensequenzen für die rgp41 Produktion gekommen war, wurden die transfizierten 293T-
























Abb. 3.19: Vorgehensweise für die permanente Expression von rgp41 
3.2.8 Demethylierung der Zellklone mit 5-Azacytidin 
Da es trotz vorhandener viraler Sequenzen in den selektierten Zellen zu einer verminderten 
Expression des rgp41 kam, was auf eine Methylierung der codierenden Sequenz zurück 
geführt werden könnte, wurden wie durch zur Aufhebung der Methylierung der Sequenzen 
des humanen endogenen Retrovirus K (HERV-K) 5-Azacytidin und n-Butyrat (Abb. 3.18) 
bei 293T-Zellen in der Zellkultur eingesetzt. Die Vorversuche mit einer höheren 
Konzentration des 5-Azacytidine zeigten eine stark induzierte Apoptose und ein Großteil der 
bereits positiv getesteten Zellen starben ab. GÖTZINGER et al. (1996) beschrieb 72 Stunden 
als optimale Inkubationszeit für 5-Azacytidin. Im vorliegenden Fall traten allerdings bereits 
nach etwa 42 bis 48 Stunden erhebliche Einschränkungen für das Zellwachstum auf. Um 
diesen Prozess zu regulieren und die Zellen womöglich besser an die neuen 
Selektionsbedingungen anzupassen, wurden nur 0,1 mg 5-Azacytidine im Zellkulturmedium 
eingesetzt. Um die Methylierung der Sequenz des rgp41 abzubauen, wurden die positiv 
Demethylierung mit 5-Azacytidin
der positiv getesteten Klone
Selektion in FKS-freiem Medium
der positiven Klone unter 5-Azacytidin-Einwirkung
SDS PAGE und Western Blot-Analyse
der Zelllysate
SDS PAGE und Western Blot-Analyse
der Zellüberstände aus FKS-freiem Medium
Kultivierung der rgp41 exprimierenden Zellinie
in FKS-freiem Medium
Immunofluoreszensanalyse
der rgp41 exprimierenden Zellen in ∆FKS Medium
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getesteten tranfizierten Zellen für 42 Stunden in DMEM mit 5-Azacytidin bei 37°C inkubiert. 
Etwa alle 24 Stunden wurde das Medium mit frisch angesetztem 5-Azacytidin ausgetauscht. 
Anschließend wurden erneut Zelllysate hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im 
Western Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran gebracht. Nach Inkubation der 
Membran mit dem humanen Antikörper 2F5 und dem Zweitantikörper Anti-Human IgG 
wurde die Expression des rgp41 detektiert (Abb. 3.20).      
 
 
Abb. 3.20: Nachweis der rgp41 Expression in transfizierten Zellen unter Einwirkung von 5-Azacytidin 
1 - pTargeTSeA2 8F    2 - pTargeTSeA2 7F 
3 - pTargeTSeA2 5F  4 - pTargeTSe 9F 
5 - pTargeTSe 8F  6 - pTargeTSe 3F 
7 - pCLneo + pcDNASeA2 4F 8 - pCLneo + pcDNA Se 8F 
9 - pCLneo + pcDNASe 5F + - pAFPSeA2 Lysat  
Im 4-20 % Tris-Glycine SDS Gel wurden Zelllysate von 9 positiv getesteten Klonen nach einer Inkubation von 
48 Stunden in Medium mit 5-Azacytidin (zweites Gelbild) aufgetragen. Die Detektion der Western Blot-
Membranen erfolgte mit dem 2F5 Antikörper. 
 
Durch die Zugabe von 5-Azacytidin zum Zellkulturmedium konnte die Expression des 
rekombinanten gp41 in fünf von neun Klonen erneut nachgewiesen werden. Die Expression 
konnte jeweils nur in den Klonen mit dem pTargeT-Expressionsvektor gezeigt werden, 
hingegen nicht in den pCLneo + pcDNASe/SeA2 co-transfizierten Zellen. Es wurde sowohl 
glykosyliertes, als auch nicht glykolysiertes Protein im Gel detektiert. Ob das Protein auch in 
das Medium sezerniert wurde, wurde in den folgenden Versuchen geklärt. Wichtig war 
hierbei die Verwendung von FKS-freiem Medium. Das im Medium vorliegende Albumin 
(FKS) behinderte ein Aufkonzentrieren und damit eine Nutzung des produzierten Proteins als 
Antigen in der Immunisierung.   
1        2           3           4          5           6       7           8           9           +
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3.2.9 7achweis der Expression von gp41 mittels Immunofluoreszenz  
Für die Untersuchung der Expressionsausbeute der in serumfreiem Medium selektierten 
Zellen wurden diese auf mit Lysin (Poly- L) beschichtete Deckgläschen überführt und für 
2 Tage bei 37°C in DMEM kultiviert. Nach zwei Tagen und ausreichendem Zellwachstum 
wurden die Zellen für die Immunfluoreszenzanalyse vorbereitet (Kapitel 2.2.11). Durch die 
Zugabe von Triton-X zum Waschpuffer wurde der Zellaufschluss ermöglicht. Dadurch war es 
möglich, eine Färbung aller Proteine und Kompartimente im Zellinneren zu realisieren.  
Sowohl im Inneren und im Besonderen auf der Zelloberfläche konnte das Protein gp41 
detektiert werden (Abb. 3.21). Im Zellinneren lag das rgp41 in großen Ansammlungen in 
Vesikeln vor, teilweise waren die Zellen sogar fast vollständig mit Protein ausgefüllt. Diese 
starke Produktion ist zwar für die spätere Zellinie wünschenswert, kann aber theoretisch zum 



















Abb. 3.21: Nachweis der Expression von rgp41 mittels Immunofluoreszenzaufnahmen Protein exprimierender 
Klone 
A: negative Kontrolle: nicht-transfizierte 293T-Zellen (Die Hintergrundsignale wurden zur besseren 
Vegleichbarkeit der Präparate untereinander reduziert) B: pTargeTSeA2 6.8F: eine Vielzahl von rgp41 gefüllten 
Vesikeln waren zu erkennen C: pTargeTSe 8.1F: Detektion des rgp41 auf der Zelloberfläche (rote Pfeile) D: 
pTargeTSeA2 8.4F: Nachweis großer Mengen permeabilisierten Proteins E: pTargeTSe 8.2F: Nachweis von 
rgp41 in großen Aggregaten/ Vesikeln innerhalb der Zelle (roter Pfeil) F: pTargeTSe 6.3F: rgp41 wurde sowohl 
auf der Membran, als auch innerhalb der Zellen detektiert; keine einheitliche Produktivität der Protein 
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Die Auswertung der Immunfluoreszenz der selektierten und transfizierten 293T-Zellen unter 
Einfluss von 5-Azacytidin zeigte in einigen Fällen die Expression des rgp41. Hierbei zeigte 
sich in der Expressionsleistung kein Unterschied zwischen den Klonen der 600 µg/ml G-418- 
und der 800 µg/ml G-418-Selektion. Alle Zellen wurden vor der Detektion durch 2F5-
Antikörper mit 5-Azacytidin behandelt, um dessen Einfluss genauer zu untersuchen. Zur 
Analyse der Hintergrundsignale wurden zwei Kontrollen verwendet. Nur eine der beiden 
Negativkontrollen (Mock: nicht-transfizierte 293T-Zellen) wurde mit 5-Azacytidin behandelt. 
Es zeigte sich, dass die Zugabe von 5-Azacytidin keinen Einfluss auf das Wachstum nicht-
transfizierter Zellen hatte. Bei der Immunfluoreszenz konnte sowohl in Vesikeln 
gespeichertes rgp41 innerhalb der Zellen, als auch Protein auf der Zellmembran nachgewiesen 
werden (Abb. 3.21), teilweise fanden sich Zellen voller Protein.  
3.3 Etablierung der Zellklone in FKS-freiem Medium 
Um die Schritte zur Aufreinigung des rgp41 zu vereinfachen, wurde FKS-freies Medium für 
die Etablierung einer permanent Protein exprimierenden Zelllinie ausgewählt. 
Die Suche nach einem FKS-freien Medium begründet sich darauf, dass durch das im Medium 
vorliegende Albumin die Überstände exprimierender Zellen und damit das gewünschte 
Protein rgp41 nicht ausreichend aufkonzentriert werden konnten. Deshalb war es erforderlich, 
die Zellen an die neuen Bedingungen zu adaptieren. Über einen Zeitraum von drei Monaten 
wurden 293T-Zellen in verschiedenen Medienzusammensetzungen kultiviert und analysiert. 
Für die Selektion eines FKS-freien Mediums wurden verschiedenen Ausgangsmedien  
(Kapitel 2.2.2) verwendet.  
Zu Beginn der Versuche wurden die vorhandenen Medien vielfältig kombiniert, um einen 
Überblick über potentielle FKS-freie Medien zur Kultivierung der 293T-Zellen zu 
bekommen. Hierbei zeigte sich das nur wenige der Kombinationen für eine dauerhafte 
Kultivierung geeignet waren. Ziel war es, eine permanent exprimierende Zellinie in FKS-
freiem Medium zu kultivieren, ohne ständige aufwendige Medienwechsel und 
Neutransfektionen durchzuführen. Bei der Beobachtung der Zellen konnten große 
morphologische Veränderungen festgestellt werden. Die sonst adhärent wachsenden Zellen 
bildeten Agglomerate, die teilweise schwimmend, aber auch am Wellboden haftend vorlagen 
(Abb. 3.22). Auch der Zusammenschluss einzelner 293T-Zellen konnte beobachtet werden. 
Hierbei konnte zwischen einer einzelnen bzw. einer Ansammlung mehrerer Zellen nicht mehr 
unterschieden werden. Auch die Anzucht der langzeitkultivierten Zellen brachte keinerlei 
Verbesserung. Die Lebensdauer dieser Zellen war allerdings begrenzt, so dass Möglichkeiten 
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der Optimierung der jeweiligen Medienkombinationen gesucht wurden. Als Zusatz fand sich 
schließlich Natriumpyruvat, das den Zellen im Medium mehr Energie und 
Wiederstandsfähigkeit verleihen sollte. Um das Ablösen der Zellen vom Wellboden zu 
unterbinden, wurden die Wells mit einer 0,01 % Lysin (Poly L)-Lösung gespült. Die Zugabe 











Abb. 3.17: Selektionsdruck bewirkt Veränderungen in der Zellmorphologie der 293T-
Zellen 
 
Abb. 3.22: Morphologieveränderungen als Reaktion auf die Selektion 
A/B: Nach einer Inkubation von wenigen Stunden bis Tagen im Selektionsmedium zeigten sich diese 
Veränderungen der Zellmorphologie. Die ursprünglich flach und adhärent wachsenden 293T-Zellen bildeten nun 
schwimmende Agglomerate (roter Pfeil). C: Typisch für 293T-Zellen ist ein adhärentes Wachstum unter 
optimalen Bedingungen und einer Inkubation von 2 Tagen in Medium mit FKS wie hier zu sehen als Monolayer. 
D: Auch die feingliedrige Struktur der Zellen ging durch die Zugabe der ausgewählten Selektionsmedien 
verloren. Teilweise konnte ein Zusammenschluss einzelner Zellen beobachtet werden. E: 293T-Zellen unter 
guten Wachstumsbedingungen in einem selektierten FKS-freien Medium. Trotz fehlendem FKS ist kaum ein 
Unterschied zu Zellen unter normalen Medienbedingungen zu erkennen. Die Zellen benötigten lediglich mehr 
Zeit zum Wachsen. F/G/H: Durch das vorliegende Medium wurde die Wachstumsrate erheblich herabgesetzt. 
Diese Beobachtung ging auf Erfahrungswerte innerhalb der Projektgruppe zurück. Die Zellen wuchsen 
langsamer und bildeten große Zell-Agglomerate. Das Wachstum als Monolayer blieb nahe zu aus.   
 
Letztlich zeigte die Selektion der 293T-Zellen in serumfreiem Medium nur in drei von über 
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4 Diskussion 
4.1 7otwendigkeit eines HIV-Impfstoffes 
Trotz viel versprechender Fortschritte bei der Erforschung des humanen 
Immunschwächevirus steht ein präventiv oder therapeutisch wirksamer Impfstoff nach wie 
vor nicht zur Verfügung. Die Ursachen hierfür sind vielfältig und liegen neben der hohen 
Variabilität vor allem in der komplexen Pathogenese der Virusinfektion begründet. Die 
Fähigkeit des Virus sich dem Zugriff des Immunsystems, zum Beispiel durch Integration in 
das Genom der Wirtszelle zu entziehen, oder die Möglichkeit einer zellgebundenen 
Übertragung des Virus, sowie die hohe Vermehrungsrate von HIV und die Abnahme der Zahl 
der CD4+-positiven Immunzellen sind einige der Aspekte, die die Entwicklung eines HIV-
Impfstoffes deutlich erschweren. Die damit verbundene Immunsuppression ist wesentlich für 
die im Verlauf der Erkrankung auftretenden opportunistischen Infektionen verantwortlich.  
Ein anderes Problem der HIV-Infektion besteht darin, dass im Laufe der Infektion eine hohe 
Anzahl von Virusvarianten gebildet wird. Ausschlaggebend dafür ist die virale Reverse 
Transkriptase, welche die virale RNA in provirale DNA umschreibt. Dieses Enzym besitzt im 
Gegensatz zur DNA-Polymerase keinen proof-reading Mechanismus. Man geht davon aus, 
dass sich in einem unbehandelten infizierten Menschen 109 - 1010 Viruspartikel pro Tag bilden 
und es bei jedem Replikationszyklus statistisch zu einem nicht konservativen Austausch 
kommt (HO et al., 1995). PERELSON zeigte in seinen Arbeiten, dass ein Replikationszyklus in 
vivo, d.h. von der Freisetzung von Viruspartikeln, Infektion neuer Zellen und Freisetzung 
einer neuen Generation von Partikeln im Durchschnitt nur 2,6 Tage beträgt (PERELSON et al., 
1996; PERELSON et al., 1997). Dies macht deutlich, dass sich in kürzester Zeit eine Vielzahl 
an Varianten entwickeln kann, die das Potential haben, der aktuellen Immunantwort des 
Patienten zu entkommen.  
4.2 Vorteile der Produktion von gp41 in humanen Zellen 
Das als Antigen verwendete gp41 ist ein virales Hüllprotein. Bei der Infektion einer 
Wirtszelle durch das HIV und der damit einhergehenden Vervielfältigung des Virus und der 
Knospung neuer Viruspartikel werden auch Fragmente der Wirtsmembran  als Virusmembran 
übernommen. Vervollständigt wird diese Membran durch virale Transmembran- und 
Oberflächenhüllproteine. Die Produktion des gp41 in Bakterien bewirkt Unterschiede in der 
Struktur und möglicherweise Funktionalität des Proteins. Ein Grund hierfür liegt in 
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unterschiedlichen Syntheseprozessen von pro- und eukaryotischen Zellen. Bakterien verfügen 
nicht über den Mechanismus posttranslationaler Modifikationen. Im Gegensatz zu 
eukaryotischen Zellen, wie humanen Zellen, sind Bakterien nicht in der Lage, Proteine durch 
Glykosylierungen oder Alkylierungen zu charakterisieren und diese damit vor dem Abbau 
durch eigene Proteasen zu schützen. Deshalb liegt die Mehrzahl der eukaryotischen Proteine 
in glykosylierter Form vor. Für die Funktionalität des Proteins ist die Art der Faltung und 
Glykosylierung aber von entscheidender Bedeutung. Bei gleichartiger Faltung eines Proteins 
kann Obwohl ein in Prokaryoten produziertes Protein womöglich gleichartig gefalten ist, kann 
das Fehlen von Glykosylgruppen dessen Wirkung hemmen. 
Um mit dem Ausgangsprotein gp41strukturell identische rekombinante Proteine zu gewinnen, 
wird für die Produktion eine humane Zelllinie verwendet. Gp41 eigent sich auch  deshalb gut 
als Zielobjekt einer Therapie, da es während der stetigen Veränderung und Mutation des 
Virus selbst unverändert bleibt. 
4.3 Geringe Antigenmengen mit pcD7ASeA2 Vektor  
Für die Produktion des rgp41 als Antigen für die Immunisierung konnte mit dem ursprünglich 
eingesetzten Vektor pcDNASeA2 keine Transfektion aller Zellen erreicht werden. Da Zellen 
innerhalb einer Zelllinie nicht synchron wachsen, befinden sie sich zum Zeitpunkt der 
Transfektion in unterschiedlichen Wachstumsstadien. Eine erfolgreiche Aufnahme von 
Plasmid-DNA korreliert jedoch stark mit dem Zellstadium. Um die Expressionsleistung zu 
erhöhen, wurden in der Literatur verschiedene Möglichkeiten der Synchronisation von Zellen 
beschrieben. Die Expressionsleistung nach der Transfektion mit dem Vektor pcDNASeA2 ist 
ohne Synchronisation der Zellen nicht hoch. Im Überstand der transfizierten Zellen sind nur 
geringe Mengen exprimierten rgp41 nachweisbar und das Protein musste für die 
Immunisierung mehrfach durch Filtration aufkonzentriert werden. Hierdurch wurden 
Antigenmengen von etwa 250 ng rgp41 pro Injektion und Tier gewonnen. Für die Erhebung 
einer statistischen Verteilung der Immunantwort der Ratten, war es nötig große Tierzahlen zu 
untersuchen. Für die Realisierung dessen wurden große Mengen Antigen benötigt. Trotz 
großen Zeitaufwandes und Materialeinsatzes war es unter Verwendung des Vektors 
pcDNASeA2 nicht möglich ausreichende Mengen zu produzieren.  
4.3.1 Immunisierung mit geringen Dosen von rgp41 
Mit dem aus der Transfektion von 293T-Zellen mit pcDNASeA2 gewonnenem Antigen 
wurden acht Ratten und eine Ziege immunisiert. Alle durch die Blutabnahme gewonnenen 
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Seren wurden im Western Blot, Epitopmapping, ELISA und Neutralisationstest untersucht. 
Lediglich drei von acht Ratten zeigten eine Reaktivität im Western Blot. Die immunisierte 
Ziege zeigte hingegen keinerlei Reaktivität in den untersuchten Verfahren. Die Reaktivität der 
Seren war maßgeblich durch die injizierte Menge des Antigens geprägt. In den angeführten 
Versuchen wurden lediglich 250 ng Antigen rgp41 pro Tier und Immunisierung injiziert. 
Üblicherweise werden aber bis zu 1000fach höhere Dosen (200 µg) im verwendet. Durch die 
geringe Antigenmenge kann auch von einer verhältnismäßig geringen Immunantwort 
ausgegangen werden. Überraschenderweise konnte jedoch mit geringer Dosierung des 
Antigens aussagekräftige Reaktionen beobachten werden. Die eingesetzte Menge Antigen zur 
Immunisierung richtete sich in diesem Fall nach dem Aufwand der Antigenproduktion. Für 
weitere Analysen und einem in größeren Mengen zur Verfügung stehenden Antigen können 
weitere Versuche mit höheren Dosen Antigen durchgeführt und die daraus resultierende 
Immunantwort analysiert werden.  
In den reaktiven Seren konnten mit den Nachweisverfahren Antikörper gegen gp41 
nachgewiesen werden. Da mit den getesteten Seren keine Neutralisation von HIV-1 gezeigt 
werden konnte, konnte davon ausgegangen werden, dass sich im Serum keine 
neutralisierenden Antikörper befanden.  
Weiterführend sind weitere Immunisierungen mit Ratten und Ziegen geplant.  
Die Erhöhung der Dosierung mit der einhergehenden Verstärkung der Immunantwort wird 
derzeit als vielversprechende Idee verfolgt.  
4.4 Expression von rgp41 durch pTargeT 
Durch den Einsatz des pTargeT-Vektors sollte die Expressionsleistung und damit die 
Ausbeute der rgp41-Produktion gesteigert werden. Durch die Klonierung des Vektors mit 
zwei verschiedenen mutierten Inserts wurden zwei Expressionskonstrukte geschaffen. Beide 
Konstrukte pTargeTSe und pTargeTSeA2 unterschieden sich lediglich in einer Aminosäure  
in der Ectodomäne des gp41. Für die Transfektion der verschiedenen Expressionskonstrukte 
wurde neben den zwei pTargeT-Konstrukten pTargeT Se und pTargeT SeA2 auch eine Co-
Transfektion mit pCLneo + pcDNASe und pCLneo + pcDNASeA2 durchgeführt. Die 
Verwendung der Vektoren pTargeTSe und pTargeTSeA2 ermöglichte die Untersuchung des 
Einflusses der Punktmutation im gp41 auf dessen immunsuppressiven Eigenschaften. Für ein 
Peptid, das der hochkonservierten Domäne von gp41 entspricht konnte eine 
interspeziesreaktive Proliferationshemmung sowie die Hemmung des zytopathischen Effektes 
von HIV-1 auf MT4-Zellen gezeigt werden (DENNER et al., 1994). Weiterhin konnte gezeigt 
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werden, dass gp41 in vitro die Expression des Interleukins IL-2 und TNF-α herunterreguliert, 
während die Expression der Interleukine IL-10, IL-6 und von IFN-α und IFN-γ stimuliert 
werden (TAKESHITA et al., 1995; Denner et al., 1998; BARCOVA et al., 1994). Die 
Doppeltransfektion mit pCLneo + pcDNASe und pCLneo + pcDNASeA2 sicherte im Falle 
der eingeschränkten Funktionalität der pTargeT-Konstrukte die Expression des Proteins in 
den anderen Klonen. 2 Tage nach der Transfektion konnte bei allen vier Konstrukten die 
Expression von rgp41 detektiert werden. Besonders auffällig war die Detektion zweier 
Banden in unterschiedlicher Laufhöhe. Beide Banden deuten auf die Expression des 
Glykoproteins rgp41 hin. Die obere, die größere Bande deutet darauf, dass das Protein 
innerhalb der Zelle bereits in glykosylierter Form vorliegt (Abb. 3.9). Durch die 
Glykosylierung vergrößert sich die Masse des Proteins und es läuft langsamer im SDS-Gel. 
Die kleinere Bande deutet auch auf die Expression von rgp41 hin, allerdings liegt das Protein 
hier noch in unglykosylierter Form in der Zelle vor. Die weitaus größere Menge an 
glykosyliertem Protein im Inneren der Zelle ist darauf zurückzuführen, dass die 
Glykosylierung ein langwieriger Prozess ist. Durch die Translation wird das rgp41 codierende 
Gen ständig neu gelesen, bevor dieses zum endoplasmatische Retikulum für die 
Glykosylierung weitergeleitet wird. Der Prozess der Glykosylierung benötigt allerdings mehr 
Zeit, als die Translation selbst. Deshalb kommt es innerhalb der Zelle zu einer Anhäufung und 
Aufkonzentrierung des Proteins, bevor es von der Zelle endgültig nach außen geschleusst 
werden kann (release) (REHM et al., 2009).  
Durch die anschließende Überführung der transfizierten Zellen in Selektionsmedium mit 
Geneticin, sollte eine Selektion der exprimierenden von den nicht-exprimierenden Zellen 
erreicht werden. Da aus den bereits genannten Gründen eine hundertprozentige Transfektion 
ohne vorherige Behandlung der Zellen nicht zu realisieren war, sollte die Selektion durch das 
Antibiotikum Geneticin (G-418) erreicht werden. Alle Konstrukte trugen das Gen für eine 
Geneticinresistenz.  
4.4.1 Transfektion und Methylierung  
Nach der Analyse präparierter Zelllysate über einen Zeitraum von mehreren Wochen der im 
Selektionsmedium kultivierten transfizierten Zellen, zeigte sich ein Rückgang der Expression 
des rgp41 bereits nach 7 Tagen nach Selektionsbeginn. Grund für den Rückgang der 
Expression kann der steigende Selektionsdruck durch das im Medium vorliegende G-418 auf 
die tranfizierten Zellen sein. Durch die Selektion wäre es möglich, dass es zum Auswurf der 
eingebrachten Konstrukte kommt. In diesem Fall würde es zum sofortigen Zelltod kommen, 
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da die Zelle nun über keinerlei Resistenzgen mehr verfügt. Demzufolge ist es 
wahrscheinlicher, dass die Sequenz des Neor-Gens des rgp41 noch in der Zelle, entweder als 
Plasmid oder als bereits integrierter Teil der genomischen DNA vorliegt. Sie verleiht damit 
der Zelle eine Resistenz und sichert deren Überleben im Selektionsmedium. Ein möglicher 
Grund für die eingeschränkte bzw. völlig inhibierte Expression nach 7 Tagen unter Einfluss 
von G-418 könnte u.a. die Methylierung der viralen DNA, vor allem des Promotors sein. Da 
die Zelle unter den gegebenen Bedingungen lediglich auf die Resistenz gegenüber G-418 
angewiesen war, kann es zur bewussten Abschaltung der zu exprimierenden gp41 Sequenz 
oder dessen Promotors gekommen sein. Warum es aber womöglich nur zur Methylierung der 
gp41 Sequenz und nicht des Resistenzgens gekommen war, konnte hier nicht eindeutig 
beantwortet werden. Um das zu überprüfen, wurden verschiedene Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung der viralen DNA beispielsweise die PCR oder die Real Time-PCR genutzt.   
4.4.2 Detektion viralen Genoms in selektierten Klonen 
Die Menge der durch die Real Time-PCR-Analyse detektierten viralen DNA lässt 
Schlussfolgerungen auf das mögliche Expressionsverhalten der jeweiligen Zelle zu. Eine 
große Menge viraler DNA lässt darauf schlussfolgern, dass die Expression des rgp41 
theoretisch möglich sein muss, lediglich durch andere Faktoren unterbunden sein kann. Bei 
den getesteten Klonen konnte lediglich in 20 von 60 Fällen virale DNA in größeren Mengen 
detektiert werden. Die Angabe des CT-Wertes (cycle threshold) gibt hierbei Auskunft darüber 
wie viel virale DNA in den getesteten Klonen detektiert wurde. Ein kleiner CT-Wert deutet 
auf große Mengen viralen Genoms und steht demnach antiproportional zur nachgewiesenen 
DNA-Menge. Für die weitere Untersuchung wurden die Klone mit den geringsten CT-Werten 
verwendet. In den verbliebenen Klonen konnte zwar virale DNA nachgewiesen werden, ob es 
sich hierbei allerdings um stark exprimierende Klone handelt, wurde nicht weiter untersucht.  
4.4.3 Methylierung unterbindet Antigenexpression in einer Zelllinie 
Zur Überprüfung einer Methylierung der codierenden Sequenz wurde wie von  GÖTZINGER et 
al. (1996) das Reagenz 5-Azacytidin verwendet. Bei 5-Azacytidin und n-Butyrat handelt es 
sich um zwei Reagenzien, die die Expression von Genen in eukaryotischen Zellen selektiv 
aktivieren können (FU et al., 2010). Neben der Aktivierung kann es bei der Verwendung zu 
hoher Dosierungen allerdings auch zur Hemmung der Proteinsynthese der Zelle, wie auch der 
Apoptose (induzierter Zelltod) der Zellen kommen. Nach Angaben von GÖTZINGER et al. 
(1996) reichen 10 µM 5-Azacytidin in Zellkulturmedium gelöst aus, um die Methylierung 
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bzw. Demethylierung zumindest bei Retroviren zu steuern. Entgegen der Veröffentlichung 
von GÖTZINGER wurden nach Vorversuchen mit 1,0 mg/ 50 ml 5-Azacytidin lediglich 0,1 mg/ 
50 ml 5-Azacytidin (2 µg/ml) in Zellkulturmedium (DMEM) gelöst und für einen kürzeren 
Zeitabschnitt auf die Zellen aufgebracht. Um Beeinträchtigungen der selektierten Klone zu 
vermeiden wurden die Zellen lediglich 42 Stunden bei 0,1 mg 5-Azacytidin in 
Zellkulturmedium (DMEM) und in regelmäßigen Abständen, alle 24 Stunden, erneuert, da die 
Langzeitstabilität des 5-Azacytidine nicht garantiert werden konnte. Bereits die ersten, nach 
2 Tagen Inkubation präparierten Zelllysate, zeigten eine eindeutig gesteigerte 
Expressionsleistung des gp41 der Klone.   
4.4.4 Kultivierung selektierter Klone in FKS-freiem Medium 
Um die Aufreinigung des in Zellkultur produzierten Antigens rgp41 zu vereinfachen, sollte 
eine Zelllinie in FKS-freiem Medium etabliert werden. Dass durch das im Medium 
vorliegende Albumin die Überstände exprimierender Zellen und damit das sezernierte Protein 
rgp41 nicht ausreichend aufkonzentriert werden können. Das Albumin blockiert bei jeder Art 
der Zentrifugation oder Aufkonzentrierung die Poren einer Selektionsmembran und ist auf 
keinem anderen Weg aus dem Medium zu entfernen. FKS ist für die Zellen ein 
wachstumsrelevanter Faktor, der, falls nicht vorhanden, die Lebensbedingungen der Zellen 
einschränkt. Die FKS-freien Medien enthalten u.a. Natriumpyruvat und garantieren dadurch 
gute Wachstumsmöglichkeiten auch bei fehlendem FKS.   
4.4.5 Einfluss der Expression von gp41 auf die Zellmorphologie  
Bei der Selektion der gp41 exprimierenden Zellen für die Zelllinie über einen Zeitraum von 
mehreren Monaten wurden  erhebliche morphologische Veränderungen der Zellen beobachtet. 
Die ursprünglich adhärent wachsenden Zellen lösten sich teilweise vom Wellboden ab und 
bildeten große Zellzusammenschlüsse. Diese Agglomerate wuchsen in Suspension weiter. Da 
ein Absterben der Zellen nur zu Beginn zu beobachten war und die Agglomerate über einen 
langen Zeitraum konstant im Selektionsmedium wuchsen, war anzunehmen, dass sich 
innerhalb dieser Zellverbände ein eigenes Mikroklima bildete, das das Wachstum im 
selektiven Medium ermöglichte.  
Diskussion 
   
 89 
5 Zusammenfassung 
Breit neutralisierende Antikörper, die gegen die membranproximale externe Region (MPER) 
des transmembranen Hüllproteins gp41 von HIV gerichtet sind, wurden von HIV-1-Infizierten 
isoliert. Um derartige breit neutralisierende Antikörper zu gewinnen, wurden hier 
Immunisierungsstudien mit rekombinantem gp41 durchgeführt. Im ersten Teil der Arbeit 
wurden Ratten mit einem in einer humanen Zelllinie produzierten rekombinanten 
transmembranen Hüllprotein gp41 immunisiert. Die Analyse des Antigens zeigte, dass es 
glykolysiert ist. Es wurden bindende Antikörper gegen gp41 nachgewiesen, die jedoch nicht 
neutralisierten. Allerdings konnte bei einem Epitopmapping der getesteten Seren unter 
Verwendung überlappender Peptide ein Epitop im MPER des gp41 identifiziert werden, das 
auch vom breit neutralisierenden Antikörper 2F5 erkannt wird. Um gp41 in größeren Mengen 
herzustellen, wurden im zweiten Teil der Arbeit humane 293T-Zellen mit vier verschiedenen 
Expressionsvektoren transfiziert, die die Expression von gp41 und die Selektion von 
Geneticin-resistenten Zelllinien erlaubten. Das produzierte gp41 war in der 
immunsuppressiven Domäne mutiert und konnte bei Inkubation mit PBMC´s von 
Blutspendern im Unterschied zum nicht mutierten gp41 kein IL-10 mehr induzieren. Bei der 
Selektion der Zelllinie zeigte sich, dass die Expression von gp41 durch Methylierung der 
Gensequenz gehemmt wurde. Die Methylierung konnte jedoch unter  
Verwendung von 5-Azacytidin aufgehoben werden. Um die Aufreinigung des produzierten 
gp41 zu erleichtern, wurden die Zelllinien in FKS-freiem Medium kultiviert. Drei Zelllinien 
wurden etabliert, die in FKS-freiem Medium gp41 in den Überstand sezernieren, das nunmehr 
für Immunisierungszwecke genutzt werden kann. 
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